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1 UVOD 
V zadnjih desetletjih je prisotnost farmacevtskih izdelkov v okolju postala vse večji 
svetovni problem. Farmacevtska zdravila so osnovana na predpostavki, da v človeškem 
telesu specifično interagirajo z molekulsko tarčo. Na tak način zagotovimo večjo uspešnost 
terapije in manjše tveganje za pojav neželenih učinkov, ki nastanejo kot posledica 
netarčnih interakcij. Učinkovitost farmacevtikov testiramo na modelnih organizmih, zato 
morajo imeti izbrane molekulske tarče ortologe tudi v drugih živalskih vrstah (Verbruggen 
in sod., 2018). Pojavljanje netarčnih interakcij lahko predstavlja velik problem, ko se 
zdravila pojavijo v naravnem okolju, saj ne spremljamo njihovega vpliva in razširjanja. V 
zadnjih nekaj letih se je pojavljanje farmacevtikov oz. najrazličnejših ostankov zdravil 
izven zdravstvenih ustanov povečalo do vrednosti, pri kateri je možno zaznati njihove 
koncentracije tako v vodnih (odpadne vode, površinske in morske vode, podtalnica) kot 
talnih okoljih (Fent in sod., 2006).  
 
Kljub velikemu trudu, da bi imeli farmacevtiki čim manj škodljivih učinkov na zdravje 
ljudi in drugih organizmov, se temu ni mogoče izogniti. Številna citotoksična in 
citostatična zdravila, ki se uporabljajo pri zdravljenju raka, so namreč zaradi same narave 
delovanja zelo strupena (Boxall, 2018). Njihovi učinki se odražajo na širokem spektru 
organizmov. Smatramo jih kot genotoksične, embriotoksične in teratogene (Booker in sod., 
2014; Zhang in sod., 2013; Besse in sod., 2012; Novak in sod., 2017b).  
 
Porast in razširjenost obolelih za rakom – boleznijo nenadzorovanega deljenja lastnih celic 
ter njihovega razraščanja – je pripomogla k večji uporabi tovrstnih zdravil (Hollender, 
2009). V zadnjih nekaj letih je velik razvoj doživelo tarčno zdravljenje. Razumevanje 
molekulskih mehanizmov in poteka bolezni je omogočilo sintezo majhnih molekul, 
imenovanih tirozin kinazni inhibitorji (Vlahovic in Crawford, 2003; Lodish, 2013). Ti za 
razliko od citotoksične kemoterapije ne ciljajo na DNA-molekulo, ampak na specifične 
tirozinske kinaze znotraj določene signalne poti (Novak in sod., 2017a; Lodish, 2013). 
Njihova uporaba z leti narašča, kar poveča tveganje za okolje in zdravje ljudi (Besse in 
sod., 2012). Dosedanje študije so dokazale genotoksično aktivnost in endokrino delovanje 
enega prvih inhibitorjev tirozinskih kinaz – imatinib mesilata. Ti učinki so bili zaznani pri 
višjih koncentracijah, kot jih je mogoče zaslediti v naravnem okolju. Kljub temu to ne 
izključuje morebitne nevarnosti za zdravje organizmov in ljudi ob kronični izpostavljenosti 
nižjim koncentracijam (Novak in sod., 2017a). Podatkov o strupenosti drugih tirozin 
kinaznih inhibitorjev pa – kljub široki uporabi in hitremu razvoju – še vedno zelo 
primanjkuje (Parrella in sod., 2014). 
 
Ostanki protirakavih zdravil se v okolje ne sproščajo zgolj kot posamezne spojine, temveč 
kot mešanice tako matičnih zdravil kot tudi njihovih metabolitov. Te kompleksne mešanice 
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lahko na organizme vplivajo v veliko nižjih koncentracijah, kot bi sicer posamezne spojine. 
Zato je raziskovanje kombiniranih toksičnih in genotoksičnih učinkov različnih zdravil 
izrednega pomena (Novak in sod., 2017b). 
 
Snovi, ki delujejo genotoksično, navadno poškodujejo DNA-molekulo znotraj celice. Pri 
evkariontskih organizmih lahko takšne genetske poškodbe somatskih celic privedejo do 
malignosti (Phillips in Arlt, 2009). Vse pogosteje je mogoče zaslediti tudi pojem 
hormonski motilci ali snovi z endokrinim delovanjem. Gre za kemikalije, ki motijo 
delovanje hormonov, kar privede do spremenjene endokrine funkcije. Ta se odraža tako v 
številnih razvojnih, reproduktivnih, kardiopulmonalnih in nevroloških motnjah kot tudi v 
motnjah delovanja imunskega sistema (State …, 2013). 
 
Trenutno je v uporabi že več kot 100 različnih citostatskih zdravil, njihovo število pa zgolj 
raste, ogromno jih je namreč tako v fazi razvoja kot v fazi kliničnih testiranj. Kljub 
razširjenosti in široki uporabi protirakavih zdravil v medicini in veterini je o njihovi 
toksičnosti za okolje in ljudi znanega zelo malo (Zhang in sod., 2013). 
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1.1 NAMEN NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil določiti letalne, sub-letalne in teratogene učinke treh 
izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev (sorafeniba, nilotiniba in regorafeniba) na modelu 
zarodkov rib cebric (Danio rerio). Pri tem smo se držali standardne metodologije, opisane 
v OECD TG 236. Pridobljenim podatkom smo z modelom nelinearne regresije določili 
ekotoksikološke parametre EC20, EC50 (ang. effect concentration) in PNEC (ang. predicted 
no effect concentration). Poleg tega nas je zanimala tudi ocena tveganja za vodno okolje; 
natančneje – površinske vode, ki smo jo podali na podlagi razmerja PEC/PNEC. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Hipoteze magistrske naloge, ki smo si jih zastavili pred samim delom, v okviru testnih 
pogojev iz OECD TG 236 in testiranih koncentracij izbranih TKI, so: 
 hipoteza 1: največ statistično značilnih letalnih, sub-letalnih ali teratogenih 
učinkov povzroča regorafenib, sledi sorafenib, nato nilotinib; 
 hipoteza 2: model nelinearne regresije bo primeren za analizo učinkov izbranih 
tirozin kinaznih inhibitorjev (TKI) na zarodkih rib cebric; 
 hipoteza 3: sorafenib in regorafenib predstavljata tveganje za vodno okolje 
(PEC/PNEC > 1), nilotinib pa ne (PEC/PNEC  1). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 FARMACEVTIKI IN OKOLJE 
Raba farmacevtskih izdelkov raste iz leta v leto. Do leta 2020 bo na svetovni ravni dosegla 
4500 milijard odmerkov, kar je približno 24 % več kot leta 2015. Takšno izjemno 
povečanje in dostopnost zdravil predstavlja eno največjih koristi sodobne družbe, obenem 
pa tudi tveganje za okolje in zdravje ljudi. Koncentracije človeških kot tudi veterinarskih 
zdravil so v najrazličnejših ekosistemih navadno od nekaj ng/L do µg/L. Kljub relativno 
nizkim koncentracijam posameznih učinkovin v okolju lahko imajo združene koncentracije 
zdravil s podobnim mehanizmom delovanja aditiven ali sinergističen vpliv (Hernando in 
sod., 2006; Mezzelani in sod., 2018). Zadnja leta je farmacevtske ostanke mogoče zaznati 
v morski vodi, podtalnici, površinskih vodah, vodah, očiščenih v čistilnih napravah, 
sedimentih in vodnih organizmih (Mezzelani in sod., 2018). Izjemna razširjenost 
predstavlja tveganje za vse organizme, na katerih je mogoče zaznati njihov biološki efekt. 
Poleg tega so tovrstne spojine dovzetne za bioakumulacijo v vodnih in kopenskih 
organizmih, s čemer je, zlasti iz posredne izpostavljenosti preko prehranjevalne verige, 
ogroženo tudi zdravje ljudi (Courtier in sod., 2019). 
 
Glavni vir pritekanja farmacevtikov v okolje so komunalne odpadne vode, kamor se 
ostanki zdravil izločajo z blatom in urinom. Znatne koncentracije je mogoče zaslediti 
predvsem v odpadnih vodah bolnišnic, proizvodnih farmacevtskih podjetij in v izcednih 
vodah odlagališč odpadkov (Fent in sod., 2006). Glede na globalne podatke o ravnanju z 
odpadnimi vodami se približno 60 % proizvedene komunalne odpadne vode po vsem svetu 
prečisti, pri tem pa se med različnimi državami pojavljajo izrazite razlike. Za Severno 
Ameriko, Avstralijo in Evropo je značilen najvišji odstotek čiščenja odpadnih voda (nad 71 
%), medtem ko se te vrednosti močno zmanjšajo v primeru Azije in Latinske Amerike 
(med 20 in 30 %). Zelo nizek odstotek prečiščene vode pa je mogoče pričakovati na 
območjih podsaharske Afrike, kjer so še danes pogoste bolezni, ki se prenašajo z okuženo  
vodo (Mezzelani in sod., 2018). Ugotovljeno je bilo tudi, da se farmacevtska zdravila v 
čistilnih napravah ne razgradijo zlahka in se skupaj s prečiščenimi odplakami izlivajo v 
reke, jezera, redkeje tudi v podtalnico in pitno vodo, kjer povzročijo njihovo onesnaženje 
(Fent in sod., 2006).  
 
Do sedaj je bila prisotnost farmacevtskih ostankov v veliki meri dokazana v vseh vodnih 
ekosistemih, vključno z obalnimi območji (Mezzelani in sod., 2018). Poleg tega je 
potrebno omeniti onesnaženje kopenskih ekosistemov, kar je v veliki meri posledica 
uporabe živalskega gnoja ali blata iz čistilnih naprav kot gnojilo (Klatte in sod., 2017). 
Pomembno je zavedanje, da so zdravila, v nasprotju s klasičnimi kemičnimi onesnaževali, 
bioaktivne spojine, zasnovane tako, da učinkujejo že pri nizkih koncentracijah. To lahko 
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ob njihovem stalnem sproščanju v nek ekosistem vpliva na tamkajšnje organizme skozi ves 
življenjski cikel (Mezzelani in sod., 2018). 
 
Farmacevtiki in njihovi metaboliti so po prehodu v naravno okolje podvrženi mnogim 
fizikalnim, kemičnim in biološkim transformacijam, kot so hidroliza, fotoliza, 
biorazgradnja, bioakumulacija, adsorbcija na suspendirane sedimente in trdne snovi in 
podobno. Pomembno vlogo pri ocenjevanju tveganja za okolje zato predstavljata 
razumevanje in napovedovanje okoljskega vedenja farmacevtikov kot tudi njihova 
koncentracija v določenem ekosistemu (Zhang in sod., 2013). 
2.1.1 Razmerje PEC/PNEC 
Morebitno tveganje izbrane snovi za okolje lahko določimo s primerjavo predvidene 
okoljske koncentracije (PEC, ang. Predicted Environmental Concentration) s 
koncentracijo, za katero se predvideva, da ne povzroča nobenega učinka (PNEC, ang. 
Predicted No Effect Concentration). Predvideno okoljsko koncentracijo snovi določimo z 
uporabo izračunov, ki vključujejo parametre, kot so količina aktivne molekule, ki jo porabi 
prebivalstvo določenega območja v enem letu, število prebivalcev tega območja, delež 
izločene aktivne molekule, količina odpadne vode enega dne na osebo, redčitveni faktor 
(nastane zaradi redčenja odpadne vode pri izlivanju v površinske vode) in delež izlitih 
zdravil čistilnih naprav, ki so usmerjene neposredno v površinske vode. S pomočjo enačbe 
(1) lahko izračunamo, kakšne so pričakovane vrednosti izpustov posameznih citotoksičnih 
zdravil v vodno okolje (Ghafuria in sod., 2017). 
 
 
𝑃𝐸𝐶 =  
poraba × Feks × Fstp
WWinhab × št. prebivalcev × redčitev × 365
 × 106   1  
… (1) 
  
Te vrednosti nato primerjamo z vrednostjo PNEC, ki je enaka koncentraciji snovi, pod 
katero ni zaznanih škodljivih učinkov (Technical …, 2003). Če je vrednost razmerja 
PEC/PNEC za neko snov manjša od 1, le-ta ne predstavlja večjega tveganja za okolje. V 
nasprotnem primeru, kjer je vrednost razmerja nad 1, pa obstaja večje tveganje za okolje 
(Ghafuria in sod., 2017). 
  
                                                 
1 Poraba = količina aktivne molekule, ki jo porabi prebivalstvo nekega območja v enem letu; Feks = delež 
izločene aktivne molekule; Fstp = delež izlitih zdravil čistilnih naprav, ki so usmerjene neposredno v 
površinske vode, določimo kot 1-WWTP (ker v večini primerov podatki o WWTP niso na voljo, definiramo, 
da je vrednost Fstp enaka 1); WWinhab = količina odpadne vode enega dne na osebo; št. prebivalcev = število 
prebivalcev nekega območja; redčitev = redčitveni faktor; 365 = število dni v letu. 
6 
Leben K. Akutna strupenost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena na eksp. modelu zarodkov cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
2.2 RAK IN PROTIRAKAVA ZDRAVILA 
2.2.1 Rak 
Bolezen rak predstavlja velik izziv vsem državam po svetu, saj ostaja med glavnimi vzroki 
za umrljivost. Gre za poligensko bolezen (Arko in sod., 2018) z nenadzorovano in 
abnormalno rastjo telesnih celic (Hollender, 2009). Pretvorba normalne celice v maligno je 
prva stopnja v večstopenjskem procesu, imenovanem kancerogeneza, katerega rezultat je 
nastanek malignih tumorjev. Za njih sta značilna invazija – vraščanje v okoliška tkiva – in 
metastaziranje – prehod v limfni ali krvni obtok ter migracija do oddaljenih organov, kjer 
pride do tvorbe novih tumorjev oziroma metastaz. Poznamo veliko različnih tipov te 
bolezni, med najpogostejše na svetu pa spadajo rak pljuč, dojk, danke in debelega črevesa, 
prostate ter želodca (Arko in sod., 2018). 
2.2.2 Protirakava zdravila 
Število obolelih za rakom je iz leta v leto večje, pri čemer ima nedvomno vlogo tudi 
večanje populacije in njeno staranje. Kljub temu delež preživelih bolnikov z rakom v 
Evropi raste. Za to so zaslužni številni pristopi zdravljenja, ki se razdelijo v tri poglavitne 
oblike, to so kirurško, sistemsko in radioterapevtsko zdravljenje. Pod sistemsko zdravljenje 
uvrščamo kemoterapijo, hormonsko zdravljenje in zdravljenje z biološkimi zdravili (Arko 
in sod., 2018).  
 
Glede na anatomsko-terapevtsko-kemično (kratica ATC) klasifikacijo zdravil svetovne 
zdravstvene organizacije (WHO, ang. World Health Organization) uvrščamo protirakava 
zdravila med zdravila z delovanjem na novotvorbe in imunomodulatorje (koda L). 
Citostatiki delujejo na DNA-molekulo tako, da zaustavijo celično rast in njeno delitev. Na 
tak način delujejo neselektivno, na vse hitro deleče celice (Hollender, 2009). Dokazano je 
bilo, da citostatika 5-fluorouracil (5-FU; ATC L01BC02) in cisplatin (CDDP; ATC 
L01XA01) pri kronični izpostavitvi zavirata rast zelene alge (Pseudokirchneriella 
subcapitata). Prav tako 5-FU pri ribah cebricah (Danio rerio) povzroča histopatološke 
spremembe v ledvicah in jetrih, skupaj z genotoksičnimi učinki (Isidori in sod., 2016; 
Novak in sod., 2017b). Za alkilirajoč citostatik ciklofosfamid (CP; ATC L01AA01) in 
njegov strukturni analog ifosfamid (IF; ATC L01AA06) je bilo dokazano induciranje 
genskih mutacij in kromosomskih aberacij v različnih celicah sesalcev (Novak in sod., 
2017b). Določitev toksičnih učinkov citostatskih zdravil na organizem je bistvenega 
pomena, pri tem pa moramo poleg osnovnega zdravila upoštevati tudi njegove metabolite 
in produkte transformacije (Isidori in sod., 2016). To se je izkazalo pomembno v primeru 
karboksiciklofosfamida (CPCOOH) – metabolita ciklofosfamida. Sam metabolit je bil v 
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tem primeru dokazan za veliko bolj toksičnega, saj deluje neposredno na DNA-molekulo 
(Česen in sod., 2016). 
2.3 TIROZIN KINAZE 
Številne signalne kaskade v bioloških procesih, kot so celična rast, diferenciacija, 
metabolizem in apoptoza, so posredovane s strani molekul, imenovanih tirozin kinaze 
(Paul in Mukhopadhyay, 2004; Broekman in sod., 2011). Gre za skupino encimov, ki 
katalizirajo prenos fosfatne skupine iz ATP-molekule na hidroksilno skupino tirozinskega 
ostanka signalne transdukcijske molekule (Vlahovic in Crawford, 2003). Primarno jih 
ločimo na receptorje s tirozin kinazno aktivnostjo in proste citosolne proteine. Do 
aktivacije receptorjev s tirozin kinazno aktivnostjo pride z vezavo liganda na 
ekstracelularno domeno, ki je preko transmembranske komponente vsidrana v celično 
membrano. Med ligande uvrščamo signalne molekule, ki povzročijo dimerizacijo 
receptorja in s tem aktivacijo intracelularne domene, katere del je protein kinaza. Nastanku 
aktivne konformacije sledi aktivacija kaskade signalne transdukcije znotraj celice, ki 
rezultira v spremenjeni ekspresiji genov (Paul in Mukhopadhyay, 2004; Broekman in sod., 
2011). 
2.4 TIROZIN KINAZNI INHIBITORJI 
Mutacije in strukturne spremembe tirozin kinaz lahko povzročijo njihovo nenadzorovano 
aktiviranje, kar vodi v kancerogenezo. Vloga tovrstnih encimov pri celični proliferaciji je 
vzpodbudila veliko zanimanja, kar je vodilo v razvoj nove generacije protirakavih zdravil, 
tako imenovanih tirozin kinaznih inhibitorjev – TKI (Paech in sod., 2017). Gre za majhne 
molekule z relativno nizko molekulsko maso (< 900 daltonov), ki z blokiranjem vezave 
ATP-molekule inhibirajo katalitično aktivnost kinaze. Kljub visoki stopnji ohranjenosti 
ATP vezavnih mest med tirozinskimi kinazami je namreč mogoče najti majhne razlike v 
arhitekturi kinazne domene, kar je omogočilo razvoj izredno specifičnih inhibitorjev. Ti so 
umetno proizvedeni tako, da del njihovega ogrodja posnema strukturo adenina znotraj 
ATP-molekule (Madhusudan in Ganesan, 2004).  
 
Znano je, da človeški genom kodira več kot 500 različnih protein kinaz, od tega je vsaj 90 
genov namenjenih za tirozin kinaze. Izraženih je približno 58 receptorskih tirozin kinaz, ki 
jih uvrščamo v 20 družin (STYK1, ALK, LMR, DDR, EGFR, EPH, FGFR, InsR, MET, 
MuSK, PDGFR, PTK7, RET, ROR, ROS, RYK, TIE, TRK, TAM in VEGFR družina) in 
32 celičnih tirozin kinaz, razdeljenih med 11 družin (ABL, ACK, CSK, FAK, FES, FRK, 
JAK, SRC-A, SRC-B, TEC in SYK družina). Pri razvoju TKI predstavljajo ABL, SCR, 
EGFR, PDGFR in VEGFR družine primarne tarče. Poudariti je potrebno tudi dejstvo, da 
medtem ko nekateri TKI specifično inhibirajo zgolj eno ali dve tirozin kinazi, jih je večina 
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zasnovanih z možnostjo inhibicije večjega števila tovrstnih proteinov (multikinazni 
inhibitorji), znotraj različnih signalnih poti (Broekman in sod., 2011; Madhusudan in 
Ganesan, 2004; Arko in sod., 2018). 
 
Slika 1: Znotrajcelična signalna pot brez in z delovanjem tirozin kinaznega inhibitorja. P = molekula fosforja, 
ATP = molekula adenozin trifosfata, RAS, RAF, ERK ½, MEK ½ = proteinske kinaze, ki sestavljajo 
signalno pot (Pytel in sod., 2009: 3). 
V primerjavi z drugimi kemoterapevtskimi sredstvi veljajo TKI za manj toksične, z ozkim 
terapevtskim oknom – tj. razpon odmerka snovi, v katerem ta učinkuje varno, brez 
nesprejemljivih neželenih učinkov (Paech in sod., 2017). Aplicirajo se peroralno in 
vsakodnevno, s čemer se izboljša čas izpostavljenosti aktivnega zdravila tumorju (van 
Leeuwen in sod., 2014; Arko in sod., 2018). Kljub prednostim, ki jih nudi tovrstno 
zdravljenje, ne smemo prezreti škodljivih vplivov na kožo, prebavila, trebušno slinavko, 
jetra, pluča, kardiovaskularni sistem in skeletne mišice. Toksičnost in stranski učinki so 
odvisni predvsem od kinaze, na katero zdravilo deluje, ter njene vloge pri prenosu signalov 
v celici. Vendar pa ti vplivi med posamezniki variirajo, saj so odvisni od pacientove 
absorpcije, porazdelitve in metabolizma zdravila. Poleg pojava neželenih učinkov so bili 
zabeleženi tudi primeri, kjer so bolniki na zdravljenje razvili odpornost (Arko in sod., 
2018). Eden izmed prvih TKI na tržišču je bil imatinib mesilat, prvotno odobren za 
zdravljenje bolnikov s kronično mieloično levkemijo, leta 2001 s strani FDA (ang. Food 
and Drug Administration). Število TKI od takrat zgolj narašča (Paech in sod., 2017).  
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2.4.1 Sorafenib 
Sorafenib (zdravilo Nexavar) je tirozin kinazni inhibitor, ki deluje na več različnih tarč 
znotraj tumorske celice (multikinazni inhibitor) in hkrati zavira angiogenezo. Uporablja se 
za zdravljenje hepatocelularnega karcinoma, napredovane oblike karcinoma ledvičnih celic 
in diferencialnega karcinoma ščitnice, odpornega na radioaktivni jod. Sprva je bil 
identificiran kot inhibitor kinaze Raf, vendar se je kasneje izkazalo, da deluje tako na večje 
število proteinskih kinaz Raf/MEK/ERK signalne poti kot tudi na nekatere receptorske 
tirozin kinaze. Med njegovimi tarčami so VEGFR (VEGFR1, VEGFR2 in VEGFR3), 
PDGFR (PDGFR-β), c-KIT, FGFR (FGFR1), RAF (B-RAF, C-RAF, B-RAF V600E), 
FLT-3 in RET. Najpogostejši neželeni učinki, ki so se pojavili pri rabi zdravila, so 
utrujenost, kožne reakcije, driska, hipertenzija in izguba telesne mase (Escudier in sod., 
2018; Hasskarl, 2014).  
 
Predklinične študije o varnosti sorafeniba so bile izvedene na psih, kuncih, miših in 
podganah. Kljub nižji izpostavljenosti aktivni spojini v primerjavi s klinično so bile 
zabeležene spremembe na različnih nivojih razvoja. Po rednem odmerjanju sorafeniba 
mladim psom so bili zaznani učinki na kosteh in zobeh, ki jih pri odraslih primerkih niso 
opazili. Pri kuncih in podganah so opazili embriotoksične in teratogene učinke. To je bilo 
razvidno v zmanjšani telesni masi samic in ploda in v zvečanem številu malformacij 
organov. Živali, ki so prejemale kontinuirane odmerke testne spojine, so odražale tudi 
spremembe reprodukcijskih organov, kar nakazuje vpliv sorafeniba na sposobnost 
razmnoževanja. Genotoksične študije so pri in vitro testiranju klastogenosti na sesalčjih 
celicah (jajčniki kitajskega hrčka) pokazale večje število strukturnih kromosomskih 
aberacij (Annex 1, 2019a). 
  
V študijah s cebricami je bilo mogoče zabeležiti hepatotoksičen, kardiotoksičen in 
embriotoksičen učinek sorafeniba. Razvoj zarodkov, izpostavljenih omenjeni spojini, se je 
pogosto končal s smrtjo zarodka ali pa z razvojnimi nepravilnostmi, kot so nastanek 
perikardialnega in rumenjakovega edema, ukrivljenost in kratka dolžina telesa ter 
nepravilno polnjenje plavalnega mehurja (Lin in sod., 2019; Chimote in sod., 2014; 
Kawabata in sod., 2014). V raziskavah vpliva spojine na okolje se je sorafenib izkazal za 
obstojnega in toksičnega za ribe z bioakumulativnim potencialom. Izračunana PEC/PNEC 
vrednost za vodno okolje je po podatkih Evropske agencije za zdravila višja od 1, zato 
mora biti uporaba zdravila v skladu z varnostnimi ukrepi, s čemer se zmanjšajo morebitna 
tveganja za okolje (Annex 1, 2019a; CHMP …, 2014). 
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Slika 2: Strukturna formula sorafeniba (Abdelgalil in sod., 2019: 2). 
2.4.2 Nilotinib 
Nilotinib (zdravilo Tasigna) je analog imatiniba z veliko učinkovitostjo delovanja proti 
mutantom, odpornim na imatinib. Zavira delovanje tirozin kinaze ABL (BCR-ABL) kot 
tudi c-KIT in PDGFR (PDGFR-α, PDGFR-β). Uporablja se pri bolnikih s kronično 
mieloično levkemijo (KML) s prisotnim kromosomom Philadelphia. Njegova arhitektura je 
izjemno podobna arhitekturi imatiniba, vendar je od njega veliko močnejši (močneje se 
veže na ATP vezavno mesto kinaze) in vzdržuje aktivnost proti 32 od 33 klinično 
pomembnih BCR-ABL mutant (Mortlock in sod., 2017; Doherty in sod., 2013). Kot 
najpogostejši neželeni učinki ob redni rabi zdravila so bili zabeleženi glavoboli, bolezni 
prebavil (zaprtost, driska, bruhanje …), bolezni kože in podkožja (izpuščaji, alopecija …), 
bolezni mišično-skeletnega sistema in vezivnega tkiva (mialgija, mišični krči …) ter 
utrujenost (Annex 1, 2020). 
 
Študije toksičnosti s ponavljajočimi se odmerki nilotiniba so dokazale vpliv spojine na 
jetra. Izvedene so bile na opicah vrste javanski makak in psih. Spremembe so se kazale na 
histopatološki ravni in kot povišana aktivnost nekaterih encimov (zlasti alkalne fosfataze in 
alanin aminotransferaze). Odmerki, ki so bili za breje samice podgan in kuncev strupeni, so 
tudi odražali vpliv na njihovih plodovih. Zabeleženo je bilo namreč večje število smrti 
zarodkov. Istočasno so bili testi genotoksičnosti in kancerogenosti negativni, prav tako 
testirana spojina pri podganah ni imela vpliva na plodnost. Poleg tega so dokazali, da ima 
nilotinib sposobnost absorbcije UV-A in UV-B svetlobe, ki pa pri in vivo testiranju ni 
kazalo učinkov. Posledično je skrb za razvoj fotosenzitivnosti majhna (Annex 1, 2020).  
 
Študij vpliva omenjene aktivne spojine na ribe cebrice primanjkuje. Na podlagi trenutno 
razpoložljivih podatkov nilotinib ne predstavlja tveganja za mikroorganizme površinskih in 
podzemnih voda, vsekakor pa so potrebne raziskave strupenosti tako za alge in ribe kot 
tudi kopenske organizme (Assessment …, 2010). Po dosedanjih rezultatih je vpliv 
izbranega TKI na okolje zanemarljivo majhen (Gunnarsson in sod., 2019). 
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Slika 3: Strukturna formula nilotiniba (Mortlock in sod., 2017: 47). 
2.4.3 Regorafenib 
Regorafenib (zdravilo Stivarga) po svojem mehanizmu delovanja spada med multikinazne 
inhibitorje. Njegove tarče so tako angiogene (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, TIE2) ter 
onkogene (KIT, RET, RAF-1, B-RAF, B-RAF V600E) kinaze kot tudi kinaze, vključene v 
metastaziranje (PDGFR, FGFR) in imunost tumorja (CSF1R). Leta 2013 je bilo zdravilo v 
Evropski uniji uradno odobreno za zdravljenje bolnikov z rakom debelega črevesa ter 
danke, ki so že bili zdravljeni ali niso primerni za druga zdravljenja, in pacientov z 
metastatskimi gastrointestinalnimi stromalnimi tumorji (GIST). Nekaj let pozneje je sledila 
še dodatna odobritev za zdravljenje raka jetrnih celic (hepatocelularni karcinom). Ob 
rednem jemanju regorafeniba so pacienti poročali o nekaterih najpogostejših neželenih 
učinkih, kot so utrujenost, različne okužbe, kožne reakcije, bolečine, zmanjšan apetit, 
driska in hipertenzija. V resnejših primerih je prišlo tudi do krvavitev in hujše okvare jeter 
(Annex 1, 2019b; Assessment report Stivarga, 2017). 
Študije varnosti regorafeniba so dokazale številne toksične vplive spojine v primeru 
kontinuiranega odmerjanja. Izvedene so bile na psih, miših in podganah. Spremembe so se 
odražale na različnih organih in organskih sistemih (ščitnica, jetra, koža, ledvice, prebavila, 
reproduktivni sistem …). Pri kuncih so se pojavile težave z razvojem v prenatalnem 
obdobju, kar je imelo za posledico malformacije srca, žil, sečil in okostja. Zabeleženih je 
bilo tudi večje število morfoloških sprememb spolnih organov (jajčnikov, maternice in 
mod) pri psih ter podganah, kar nakazuje negativen vpliv regorafeniba na plodnost. Poleg 
tega je bilo pri mladih podganah mogoče opaziti nepravilnosti na kosteh in zobeh (Annex 
1, 2019b).  
V raziskavah na cebricah se je regorafenib izkazal za kardiotoksičnega in 
embriotoksičnega. Zarodki, izpostavljeni omenjenemu TKI, so kazali številne razvojne 
spremembe, podobne tistim v primeru sorafeniba, in sicer nastanek perikardialnega in 
rumenjakovega edema, krajše in ukrivljeno telo, nepravilno napolnjen plavalni mehur ter 
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manjše oči (Wu in sod., 2020; Chimote in sod., 2014). Rezultati študije o vplivu tovrstne 
spojine na okolje dokazujejo njen bioakumulativni in toksičen potencial. Ker lahko ostanki 
regorafeniba predstavljajo tveganje za površinske vode in sedimente, je potrebna dodatna 
previdnost pri odstranjevanju odpadnega materiala (Annex 1, 2019b; Assessment report 
Stivarga, 2017). 
 
Slika 4: Strukturna formula regorafeniba (Brody, 2018: 69). 
2.5 RIBE CEBRICE  
Cebrica (Danio rerio) je majhna sladkovodna tropska riba družine Cyprinidae (pravi 
krapovci), avtohtona za reke, ribnike in riževa polja Indije ter Južne Azije. Ime je dobila  
zaradi podobnosti z zebro, saj ima na vsaki strani telesa nekaj vodoravnih trakov. Velja za 
enega izmed najpomembnejših modelnih organizmov vretenčarjev v razvojni biologiji, 
nevrofiziologiji, genetiki, biomedicini in ekotoksikologiji. V dolžino redko preseže 40 mm 
in ima lateralno sploščeno telo. Samice so običajno večje od samčkov. Njihova življenjska 
doba je odvisna od danih pogojev – v naravi je nekje eno leto, v vzreji pa lahko preseže 
tudi 3 leta (Scholz in sod., 2008; Spence in sod., 2008; Ge, 2018). 
Cebrice so spolno zrele načeloma 3 mesece po oploditvi, vendar lahko to močno variira 
glede na stanje v okolju, prehrambne zaloge in genetsko ozadje. V naravi je njihovo 
razmnoževanje sezonsko, pri čemer pride do odlaganja jajčec tik pred začetkom monsuna. 
Ta časovni ritem se pri vzrejeni ribi v stalnih laboratorijskih razmerah izgubi. Na paritveno 
vedenje ima velik vpliv tudi svetloba, saj se drstenje prične takoj ob prvi svetlobi in traja 
približno eno uro. Pri tem poskuša samec voditi samico proti drstišču, ki je navadno iz gole 
podlage z veliko vegetacije. Tam poravna svoje genitalne pore s samico ter prične drhteti, 
zaradi česar samica sprosti jajčeca, samec pa semenčico. Vsaka samica lahko dnevno 
sprosti približno 200 jajčec. Embrionalni razvoj se zaključi 48–72 ur po oploditvi, ko sledi 
izvalitev (Ge, 2018; Spence in sod., 2008). Takoj po izvalitvi se vse cebrice razvijejo v 
samice in so popolnoma neodvisne. Do diferenciacije gonad samcev pride po petih do 
sedmih tednih in traja približno 3 mesece. Determinacija spola sicer še ni popolnoma 
pojasnjena, vendar je dokazano, da imata oskrba s hrano in stopnja rasti ključno vlogo, saj 
počasi rastoči posamezniki postanejo samčki, hitro rastoči pa samičke (Spence in sod., 
2008). 
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2.5.1 Embrionalni razvoj zarodkov 
Embrionalni razvoj zarodkov rib cebric zajema sedem faz – zigoto, obdobje delitev, 
blastulo, gastrulo, obdobje segmentacije, faringulo in obdobje izvalitve. Oplojeno jajčece 
je v fazi zigote (0–¾ h) vse do prve delitve, ki nastopi nekje po štiridesetih minutah. V tem 
času se horion napihne in odstopi, prav tako se citoplazma segregira na animalnem polu, 
kar da zigoti hruškasto obliko. Po prvi delitvi blastomere nastopi obdobje delitev (¾–2 ¼ 
h). Delitve celic so sinhrone in se zgodijo približno na vsakih 15 minut. Telesne osi še niso 
specificirane. Glede na število delitev ločimo 2-celično, 4-celično, 8-celično, 16-celično, 
32-celično in 64-celično stanje. Pri 128-celičnem stanju že lahko govorimo o blastuli (2 ¼–
5 ¼ h). V tem obdobju prične oblika blastodiska zaradi številnih celičnih delitev spominjati 
na kroglico, blastocel ni definiran. Blastomere na robu blastoderma sprostijo svoja jedra in 
citoplazmo v citoplazmo celice rumenjaka, pri čemer nastane rumenjakov sincicijski sloj 
(YSL, ang. yolk syncytial layer). V fazi pozne blastociste se blastoderm prične razprostirati 
okoli rumenjaka, kar imenujemo epibolija. Ta se nadaljuje tudi v obdobju gastrulacije (5 
¼–10 h). V tem času se blastodisk bistveno stanjša. Poleg epibolije se v fazi gastrulacije 
pojavijo gibanja morfogenetskih celic, kot so involucija, konvergenca in ekstenzija, ki so 
odgovorne za nastanek primarnih zarodnih plasti ter oblikovanje embrionalne osi. Sledi 
obdobje segmentacije (10–24 h), kjer je možno natančneje opazovati postopno nastajanje 
somitov, vidne postanejo zasnove primarnih organov in izoblikujejo se možganske regije. 
Tako repni brst kot embrio sam se podaljšata, pojavijo pa se tudi prvi telesni gibi. Nevralna 
cev se oblikuje s postopkom kavitacije. Nekje 1 dan star zarodek je tako razvit že do 
visoke mere prepoznavnosti in prehaja v še zadnje obdobje pred izvalitvijo – v obdobje 
faringule (24–48 h). V tem času se diferencirajo možgani, pojavi se paren aortni lok in prvi 
loki žrela, srce in cirkulacija postaneta izrazitejša, prav tako je mogoče opazovati 
posamezne utripe srca. Zarodek se podaljša, glava se prične vedno bolj izravnavati s 
telesom, formirajo se zasnove za plavuti. Pigmentne celice se diferencirajo, pri tem se 
tvorba pigmenta najprej prične v celicah pigmentiranega epitelija mrežnice, nato pa še v 
melanoforah, ki so dorzolateralno v koži. Pri 2 dni starem zarodku je tako večina tkiv in 
organov razvita do te mere, da lahko le-ta zapusti horionsko ovojnico. To se navadno zgodi 
v naslednjih 24 urah, v tako imenovanem obdobju izleganja (48–72 h). Po 3 dneh je tako 
embrionalen razvoj zaključen, morfogeneza je končana in ličinka zgolj intenzivno raste 
(Kimmel in sod., 1995). 
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Slika 5: Embrionalni razvoj rib cebric Danio rerio (Park in sod., 2011: 913). 
2.5.2 FET test 
FET (ang. fish embryo toxicity) test je okrajšava za metodo, s katero se določa akutna 
strupenost neke snovi na zarodkih rib cebric (Danio rerio). Metodo je maja, leta 2013, 
odobrila Delovna skupina nacionalnih koordinatorjev (WNT, ang. Working Group of the 
National Coordinators) programa OECD in jo objavila kot OECD-standard številka 236 
(OECD TG 236, 2013). Testi akutne strupenosti na vretenčarjih predstavljajo pomemben 
del ocene tveganja različnih snovi (kemikalij, farmacevtskih izdelkov, biocidov itd.) na 
okolje, zato ne preseneča dejstvo, da velja FET za najpogosteje opravljen test na 
vretenčarjih. Kljub temu je v nekaterih državah pogosta uporaba tovrstnih testov privedla 
do pogostih etičnih pomislekov. Kot alternativa se je tako uveljavila uporaba celičnih ribjih 
kultur (Braunbeck in sod., 2014). 
 
Optimalno je, da so testirane snovi topne v vodi, nehlapne in stabilne. Poleg tega so tudi 
pri tem biotestu dejavniki, ki omejujejo njegovo uporabo, to so: 
1. snovi, ki imajo zelo visoko molekulsko maso ne bodo mogle preiti horiona še pred 
izvalitvijo; 
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2. dokazano je, da so nekatere nevrotoksične snovi v zarodku veliko manj strupene 
kot pri odraslih ribah; 
3. obstaja pa tudi nekaj raziskav o omejeni zmogljivosti biotransformacije v zgodnjih 
razvojnih fazah cebric (Braunbeck in sod., 2014). 
 
Uporaba zarodkov cebric (Danio rerio) v toksikoloških testih se je v zadnjih nekaj letih 
zelo razširila. Prednosti cebrice kot modelnega organizma so: majhnost, kratek 
reproduktivni cikel, zunanja oploditev z ex utero razvojem zarodka (Dai in sod., 2014) in 
njihova optična preglednost oziroma transparentnost, ki omogoča mikroskopsko 
opazovanje razvojnih procesov v živi živali (Tokarz in sod., 2013). Prav tako so poskusi z 
zarodki cebric definirani kot in vitro testi. Do razvoja glavnih organov pride že 24 ur po 
oploditvi, večina notranjih organov pa je v celoti razvita v petih dneh. Njihov razvoj je zelo 
podoben embriogenezi pri višjih vretenčarjih, vključno s človekom (Weigt in sod., 2011), 
poleg tega imajo visoko stopnjo homologije s človeškim genomom (Dai in sod., 2014). Po 
rezultatih sekvencioniranja genoma si cebrice s človekom delijo 70 % genov in več kot 84 
% genov, ki povzročajo genetske bolezni pri človeku. Zato predstavljajo odličen model za 
preučevanje človeških genskih funkcij (Ge, 2018). Veliko študij je tudi potrdilo podobnosti 
med toksikološkimi profili cebric in sesalcev, zato so bili zarodki tovrstne ribe obravnavani 
kot alternativni model za in vivo raziskave strupenosti. Genetski signali in odzivi, ki so 
vključeni v zgodnji embrionalni razvoj pri cebricah in embriogenezi sesalcev, so zelo 
podobni, kar pomeni, da so idealni za preučevanje temeljnih procesov embrionalnega 
razvoja (Sipes in sod., 2011). Pokazalo se je tudi, da so zarodki sposobni metabolne 
aktivacije proteratogenov, pri čemer so bili teratogeni učinki opaženi pri koncentracijah, 
pomembnih za izpostavljenost ljudi (Weigt in sod., 2011). Prav tako imajo visoko stopnjo 
podobnosti s kopenskimi vretenčarji, kadar gre za endokrini sistem, vključno s hormoni, 
receptorji in signalnimi kaskadami. Ugotovljeno je bilo, da so mutacije v cebricah po 
fenotipu podobne številnim človeškim motnjam, kar nam lahko pomaga pri ugotavljanju 
osnovnega vzroka človeških bolezni (Tokarz in sod., 2013). Poleg tega je uporaba cebrice 
kot vzorčnega organizma postala zelo priljubljena za razjasnitev vloge posameznih genov 
in signalnih poti med razvojem, saj je bil njihov genom v celoti sekvencioniran (Howe in 
sod., 2013). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Tirozin kinazni inhibitorji (TKI) 
V magistrski nalogi smo preverjali strupenost treh izbranih TKI, in sicer sorafeniba 
(SORA), nilotiniba (NILO) in regorafeniba (REGO). V Preglednici 1 so predstavljeni 
proizvajalci posamezne aktivne spojine. 
Preglednica 1: Proizvajalci izbranih TKI. 
TKI Kratica TKI Proizvajalec LOT 
Sorafenib SORA Toronto Research Chemicals 1-CGS-169-1 
Nilotinib NILO Sigma-Aldrich CDS023093 
Regorafenib REGO Tokyo Chemical Industry co. QL8FC-QP 
Posamezen TKI smo prejeli v obliki prahu, iz katerega smo v DMSO pripravili založne 
koncentracije, predstavljene v Preglednici 2. Pripravljene založne koncentracije smo 
hranili v hladilniku na 4 °C, ne več kot 1 mesec. Vsak inhibitor je bil testiran v najmanj 
treh neodvisnih ponovitvah poskusa.   
Preglednica 2: Kemijski podatki in založna koncentracija izbranih TKI. 
TKI Molekulska formula Molska masa Založna koncentracija 
SORA C21H16ClF3N4O3 464,825 g/mol 200 mg/mL 
NILO C28H22F3N7O 529,525 g/mol 10 mg/mL 
REGO C21H15ClF4N4O3 482,82 g/mol 10 mg/mL 
3.1.2 Druge spojine 
Pri vseh treh izbranih inhibitorjih smo zaradi njihove slabe topnosti v vodnem mediju kot 
topilo uporabili dimetil sulfoksid (DMSO). Koncentracija uporabljenega DMSO pri 
pripravljanju založnih raztopin se tako razlikuje med posameznimi TKI. Po protokolu smo 
za verodostojne rezultate, vzporedno s testnimi koncentracijami izbranih TKI, nastavili 
tudi pozitivno kontrolo – 3,5-dikloroanilin (3,5-DCA). Končna koncentracija 3,5-DCA v 
ISO vodi je bila v tem primeru pri vseh testih 4 mg/L. Proizvajalci DMSO in 3,5-DCA so 
navedeni v Preglednici 3. Poleg tega so v Preglednici 3 navedeni tudi proizvajalci 
kemikalij za pripravo ISO vode, sestava ISO vode pa je navedena v Pregledici 4.  
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Preglednica 3: Proizvajalci drugih kemikalij. 
Kratica spojine Polno ime spojine Molekulska formula Proizvajalec LOT 
DMSO Dimetil sulfoksid C2H6OS Riedel-de Haën H1150 
3,5-DCA 3,5-dikloroanilin C6H5Cl2N Agros organics A0142996 
CaCl2·2H2O Kalcijev klorid dihidrad CaCl2·2H2O Merck A0746382503 
MgSO4·7H2O 
Magnezijev sulfat 
heptahidrat 
MgSO4·7H2O Gram-Mol 10034-99-8 
NaHCO3 Natrijev bikarbonat NaHCO3 
PanReac 
AppliChem 
0000540863 
KCl Kalijev klorid KCl Merck TA822836039 
3.1.3 Ribe cebrice 
Cebrice (Danio rerio), ki smo jih uporabili pri naših testiranjih, so bile TU linija (divji 
sev), pridobljena iz EZRC (European Zebrafish Resource Center) – iz Nemčije. Glede na 
standard OECD TG 236 so bile vse ribe brez makroskopsko zaznavnih simptomov okužbe 
ali bolezni in niso bile izpostavljene nobenim farmacevtikom. Prav tako je bila njihova 
stopnja razmnoževanja in oploditve jajc ustrezna glede na naše potrebe.  
3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje rib cebric 
Cebrica (Danio rerio) velja za tropsko ribo celinskih voda, zato je bilo potrebno pogoje 
gojenja čim bolj prilagoditi njihovemu naravnemu okolju. Vse ribe smo gojili v 40 litrov 
velikem steklenem akvariju, v razmerju 1:1; in sicer 22 samcev in 22 samičk (Slika 6). 
Njihova povprečna velikost je bila 3 cm. Temperaturo prostora in vode v akvariju smo 
vzdrževali na 26 ± 1 °C, režim osvetljevanje pa je bil nastavljen tako, da se je luč v 
akvariju prižgala ob 8:00 in ugasnila 12 ur pozneje, ob 20:00. Da je voda v akvariju ostala 
bistra, smo vsakodnevno odstranjevali ostanke iztrebkov in hrane s pomočjo mreže, vsaj 
enkrat na teden pa smo zamenjali 1/3 vode. S pomočjo cevi smo odtočili tretjino vode, 
počistili stene akvarija in dolili bidestilirano vodo, stoječo navadno dan ali dva. Na tak 
način smo cebricam zagotovili stabilne pogoje tudi kar se tiče mineralov in plinov, 
raztopljenih v vodi. Nekje enkrat na dva tedna smo očistili tudi vodni filter, tako da smo ga 
popolnoma razstavili in očistili posamezne komponente, na katerih so se pogosto razvile 
alge. Notranje dele filtra smo čistili samo z vodo, ki smo jo zajeli iz akvarija, zunanje dele 
pa najprej sprali z vodo iz pipe, nato pa še z bidestilirano vodo.  
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Za hranjenje smo uporabljali tako suho hrano kot tudi navplije rakov Artemia (solinski 
rak). Navplije smo pripravili tako, da smo dodali 2 majhni žlički jajčec rakov Artemia 
(proizvajalca Ocean Nutrition) in 12 majhnih žličk soli v lij ločnik s 500 mL vode iz pipe. 
V tako pripravljeno mešanico smo vstavili cev, po kateri je konstantno izpihoval filtriran 
zrak. Po 2 dneh so se iz jajčec izlegle ličinke, zato smo po tem postopku nastavljali jajčeca 
za živo hrano dvakrat tedensko. Ličinke, ki so se izlegle, smo iz lija s pomočjo merilne 
pipete prenesli na cedilo, še prej pa smo odstranili cev za prepihavanje z zrakom. Nato smo 
jih sprali z bidestilirano vodo, da smo se znebili soli in jih s Pasteurjevo pipeto prenesli v 
1,5 mL velike Eppendorf epruvete (epice). Na dan smo za hranjenje cebric porabili tri do 
pet epic z navpliji rakcev. Tovrstna hrana je namreč pripomogla k intenzivnejšemu 
razmnoževanju. Presežek epic smo hranili v zmrzovalniku na -20 °C in jih uporabili ob 
dnevih, ko ni bilo sveže izleženih ličink. Poleg žive hrane so imele ribe ves čas na voljo 
tudi časovno nastavljen avtomatski hranilnik s suho hrano. 
 
Slika 6: Akvarij z ribami. 
3.2.2 Priprava raztopin 
Za raztapljanje založnih koncentracij testiranih TKI smo uporabili ISO vodo, ki smo si jo 
redno pripravili, navadno vsaj 1 dan pred uporabo. Za pripravo 1 litra ISO vode smo 
potrebovali 4 izhodne raztopine, predstavljene v Preglednici 4, vsake po 250 mL. Vsaka 
izhodna raztopina je bila predhodno pripravljena tako, da smo natehtali posamezno 
količino spojine (ta je bila v obliki prahu), kot je bilo določeno v izhodni koncentraciji (v 
mg), in ji dodali do 1 liter bidestilirane vode. Tako pripravljene izhodne raztopine kot tudi 
ISO vodo smo hranili v hladilniku na 4 °C. Vrednost pH sveže pripravljene vode je bila 7,8 
± 0,2 in vsebnost raztopljenega kisika nad 90 %. 
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Preglednica 4: Raztopine za pripravo ISO vode. 
Raztopina Izhodna koncentracija Volumen izhodne koncentracije 
CaCl2·2H2O 1176 mg/L 250 mL 
MgSO4·7H2O 493 mg/L 250 mL 
NaHCO3 252 mg/L 250 mL 
KCl 22 mg/L 250 mL 
Kot najvišjo testno koncentracijo za vse izbrane TKI smo določili 405,18 µmol/L glede na 
rezultate letalnih učinkov imatiniba na zarodke cebric, v študiji Kovács in sod. (2016). Ker 
pa se izbrane spojine razlikujejo v molskih masah in maksimalni topnosti v vodi, so bile za 
poskuse določene različne koncentracije v mg/L. Od najvišje preračunane koncentracije 
(Cmax), izračunane po enačbi (2), smo vsako naslednjo določili tako, da smo vrednost delili 
s 3,2, tako je med vsemi koncentracijami razlika za faktor 3,2 (kot je navedeno v OECD 
TG 236, 2013). Najvišje preračunane koncentracije zaradi netopnosti nismo mogli 
uporabiti, zato najvišja testna koncentracija predstavlja najvišjo koncentracijo, pri kateri se 
je izbran TKI v celoti raztopil in smo jo uporabili pri poskusu (predzadnji in zadnji stolpec 
v Preglednici 5). 
Preglednica 5: Najvišje koncentracije posameznega TKI. 
Tirozin kinazni 
inhibitor 
Najvišja 
določena 
koncentracija 
Založna 
koncentracija 
Najvišja 
preračunana 
koncentracija 
Najvišja testna 
koncentracija 
SORA 405,18 µmol/L 200 mg/ml 188,34 mg/L 58,856 mg/L 
NILO 405,18 µmol/L 10 mg/ml 214,55 mg/L 67,047 mg/L 
REGO 405,18 µmol/L 10 mg/ml 195,63 mg/L 5,97 mg/L 
 
 Cmax = molska masa TKI · najvišja določena koncentracija  
 Cmax = molska masa TKI · 405,18 µmol/L … (2) 
 
V sklopu posameznega TKI smo testirali učinke pri petih zaporednih koncentracijah. Pri 
SORA so to bile 58,856 mg/L; 18,393 mg/L; 5,748 mg/L; 1,796 mg/L in 0,561 mg/L, pri 
NILO 67,047 mg/L; 20,952 mg/L; 6,548 mg/L; 2,046 mg/L in 0,639 mg/L ter pri REGO 
5,97 mg/L; 1,87 mg/L; 0,583 mg/L; 0,18 mg/L in 0,057 mg/L. 
Testne koncentracije smo pripravili v ISO vodi iz založne koncentracije. Pri določanju 
posameznih količin smo si pomagali z enačbo (3). Pri tem C1 predstavlja založno 
koncentracijo posameznega TKI, C2 pa željeno testno koncentracijo. Prav tako smo vsakič 
pripravili 50 mL testne koncentracije, kar v naši enačbi ponazarja V2. S pomočjo teh 
podatkov smo lahko izračunali V1, ki je predstavljal volumen založne koncentracije v 50 
mL izbrane testne koncentracije. 
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 C1 · V1 = C2 · V2  
 V1 = C2 · V2 / C1 … (3) 
Poleg založne koncentracije posameznega TKI in ISO vode smo pri pripravi testnih 
raztopin morali upoštevati še delež DMSO. Zaradi netopnosti izbranih inhibitorjev v 
vodnem mediju so bile naše založne raztopine pripravljene v DMSO, kar je bilo potrebno 
upoštevati pri redčenju. Vsaki testni koncentraciji smo zato dodali najvišji uporabljen delež 
DMSO (izračunan po enačbi (4)), ki je bil odvisen od topnosti posameznega TKI 
(Preglednica 6). Celoten volumen testne raztopine je bil v našem primeru 50 mL. 
 Odstotek DMSO = (volumen DMSO / celoten volumen) · 100 %  
 Odstotek DMSO = (volumen DMSO / 50 mL) · 100 % … (4) 
 
Preglednica 6: Odstotek in volumen DMSO pri posameznem TKI. 
Tirozin kinazni inhibitor Odstotek DMSO Volumen DMSO (na 50 mL) 
SORA 0,03 % 14,7 µL 
NILO 0,67 % 335 µL 
REGO 0,06 % 29,9 µL 
Od celotnega volumna testne raztopine smo najprej odšteli volumen založne raztopine, 
nato pa še volumen DMSO, ki ga je bilo potrebno dodati, da smo dobili končno količino 
ISO vode, potrebne za redčitev. V Preglednici 7 je prikazano, kolikšno količino posamezne 
snovi smo uporabili za pripravo določene testne raztopine. 
Preglednica 7: Količine, potrebne za pripravo določene testne raztopine. 
TKI Testna raztopina Dodan DMSO Založna raztopina ISO voda 
SORA 
58,856 mg/L / 14,7 µL 49,985 mL 
18,393 mg/L 10,1 µL 4,6 µL 49,985 mL 
5,748 mg/L 13,26 µL 1,44 µL 49,985 mL 
1,796 mg/L 14,25 µL 0,45 µL 49,985 mL 
0,561 mg/L 14,56 µL 0,14 µL 49,985 mL 
NILO 
67,047 mg/L / 335 µL 49,665 mL 
20,952 mg/L 230,2 µL 104,8 µL 49,665 mL 
6,548 mg/L 302,26 µL 32,74 µL 49,665 mL 
2,046 mg/L 324,77 µL 10,23 µL 49,665 mL 
0,639 mg/L 331,8 µL 3,2 µL 49,665 mL 
REGO 
5,97 mg/L / 29,9 µL 49,970 mL 
1,87 mg/L 20,55 µL 9,35 µL 49,970 mL 
0,583 mg/L 26,98 µL 2,92 µL 49,970 mL 
0,18 mg/L 29 µL 0,9 µL 49,970 mL 
0,057 mg/L 29,61 µL 0,29 µL 49,970 mL 
21 
Leben K. Akutna strupenost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena na eksp. modelu zarodkov cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Tekom celotnega poskusa smo se držali navodil iz standarda OECD TG 236 (2013), ki je – 
poleg testnih raztopin – predpisoval tudi vzporedno nastavitev pozitivne in negativne 
kontrole. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 3,5-DCA, za negativno pa ISO vodo. Pri tem 
je morala biti izvalitev zarodkov po 96 urah pri negativni kontroli višja od 80 %, prav tako 
90 % vseh izvaljenih ličink ni smelo kazati specifičnih razvojnih anomalij. Nasprotno od 
tega je bilo pričakovanje zdravo razvitih in izleženih ličink pri pozitivni kontroli nižje od 
30 %. Ker pa so bili vsi uporabljeni inhibitorji raztopljeni v DMSO, katerega koncentracija 
je presegala 100 µl/L ali 0,01 %, je bila potrebna tudi vzporedna kontrola topila. V tem 
primeru smo ISO vodi dodali volumen DMSO, uporabljen pri posameznem TKI 
(Preglednica 8). 
Preglednica 8: Količine, potrebne za pripravo kontrolnih raztopin. 
Tirozin 
kinazni 
inhibitor 
Negativna 
kontrola 
Pozitivna kontrola Kontrola topila 
ISO voda ISO voda 3,5-DCA ISO voda DMSO 
SORA 50 mL 48,69 mL 1,31 mL 49,985 mL 14,7 µL 
NILO 50 mL 48,69 mL 1,31 mL 49,665 mL 335 µL 
REGO 50 mL 48,69 mL 1,31 mL 49,970 mL 29,9 µL 
3.2.3 Merjenje pH in kisika 
Pred vsakim začetkom testa in po njem smo izmerili pH vrednost za posamezno testirano 
koncentracijo in koncentracijo kisika. Po standardu OECD TG 236 naj bi se namreč 
vrednost pH med testom gibala med 6,8 in 7,8, koncentracija kisika pa v 96 urah ne bi 
smela pasti pod 80 %. Meritve so bile opravljene s pH-metrom in oksimetrom (WTW, 
Nemčija). 
3.2.4 Nastavitev poskusa 
Vsak dan smo nekaj minut pred osmo uro zjutraj v akvarij namestili past, v katero so se 
ujeli zarodki. Ta je bila sestavljena iz nižje steklene posode, preko katere smo namestili 
železno mrežo z dodanim zelenjem. Ribe so navadno drstile med zelenjem, tako da so se 
oplojena jajčeca spustila preko mreže na dno steklene posode. Tovrstnega režima se je bilo 
potrebno strogo držati, cebrice so namreč pričele z odlaganjem zarodkov že nekaj minut po 
prižigu luči, ne glede na to ali je bila past nastavljena ali ne. Približno uro kasneje, okrog 
devetih, smo past previdno odstranili iz akvarija. Pri tem smo morali paziti, da so vsi 
zarodki ostali na dnu steklene posode. Odstranili smo mrežo z zelenjem in s Pasteurjevo 
pipeto prenesli zarodke v naprej pripravljeno stekleno petrijevko z bidestilirano vodo 
(Slika 7).  
22 
Leben K. Akutna strupenost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena na eksp. modelu zarodkov cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 7: Petrijevka z zarodki. 
Vse spojine, uporabljene pri mešanju raztopin (založne koncentracije, ISO voda, DMSO), 
so morale biti segrete na sobno temperaturo (26 ± 1 °C), zato jih je bilo potrebno takoj 
zjutraj vzeti iz hladilnika. V nasprotnem primeru bi namreč nizka temperatura vplivala na 
upočasnjen razvoj zarodkov. Vsi potrebni kriteriji za ustrezno izvedbo testa po OECD TG 
236 so navedeni v Preglednici 9. 
Preglednica 9: Veljavnostni kriteriji OECD TG 236 (2013) testa. 
Merjeni parameter Vrednost parametra 
Osvetlitev med poskusom 12 ur / 24 ur 
Temperatura med poskusom 26 ± 1 °C 
pH med testom 6,8 – 7,8 
Kisik med testom 80 – 100 % 
Ko smo imeli pripravljene vse testne koncentracije, vključno z vsemi kontrolnimi 
raztopinami (pozitivna in negativna kontrola ter kontrola topila), je sledila priprava testnih 
plošč. Petrijevko z zarodki smo namestili pod lupo, ki nam je pomagala, da smo ločili 
oplojene jajčne celice od neoplojenih in poškodovanih. Zdrave in oplojene jajčne celice, ki 
so v tem času že bile v fazi delitve, smo prenesli na »multiwell« plošče (NunclonTM), in 
sicer v vsako luknjico s testno raztopino (2 mL) po en zarodek. Na tovrstnih ploščah je bilo 
skupno 24 luknjic (Slika 8), od tega je bil prvi stolpec s štirimi luknjicami namenjen 
notranji kontroli (samo ISO voda). Poleg tega je vsaka plošča predstavljala svojo 
koncentracijo, kar pomeni, da je bilo na eni plošči 20 zarodkov izpostavljenih določeni 
testni koncentraciji, 4 pa samo ISO vodi. Za vsako kontrolo je bila namenjena po ena 
plošča, kar je skupaj s testnimi koncentracijami pomenilo 8 plošč na 1 test. 
23 
Leben K. Akutna strupenost izbranih tirozin kinaznih inhibitorjev ocenjena na eksp. modelu zarodkov cebric. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
Slika 8: »Multiwell« plošče. 
Za 1 test posameznega TKI smo torej potrebovali 192 zarodkov, in sicer: 
- 20 zarodkov, ki so bili izpostavljeni eni testni koncentraciji (ker pa smo testirali 5 
različnih testnih koncentracij, je to skupno 100 zarodkov); 
- 4 zarodki, ki so služili kot notranja kontrola (v našem primeru je to skupno 20 
zarodkov – zaradi petih različnih testnih raztopin); 
- 24 zarodkov v ISO vodi (negativna kontrola); 
- 20 zarodkov v 3,5-DCA (pozitivna kontrola) s 4 zarodki v ISO vodi kot notranjo 
kontrolo; 
- 20 zarodkov v DMSO (kontrola topila) s 4 zarodki v ISO vodi kot notranjo 
kontrolo.   
 
Slika 9: Shematičen prikaz razporeditve koncentracij in kontrol na testnih ploščah: 1–5 = testne 
koncentracije, iC = notranja kontrola, nC = negativna kontrola, pC = pozitivna kontrola, sC = kontrola topila 
(OECD TG 236, 2013). 
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Vse odvečne zarodke enega dne smo vrnili v akvarij, kjer so jih pojedle ribe. Pripravljene 
plošče smo prelepili s prozorno zaščitno folijo, pokrili s pokrovom in postavili v inkubator. 
Zarodke na posameznih ploščah smo nato naslednje štiri dni spremljali in beležili njihov 
razvoj. 
 
Po 96 urah smo ponovno preverili pH in vsebnost kisika na ploščah. Material in raztopine s 
citostatiki pa smo shranili med nevarne odpadke. 
3.2.5 Spremljanje učinkov 
Naslednje 4 dni smo vsak dan ob približno enaki uri pogledali plošče in zarodke pod 
svetlobnim mikroskopom, prikazanim na Sliki 10. Za vsak zarodek posebej smo namreč 
vodili evidenco njegovega razvoja po 24, 48, 72 in 96 urah. Pred opazovanjem pod 
mikroskopom smo prižgali termostatirano ploščo ob njem, na katero smo polagali testne 
plošče z zarodki. Ta je vzdrževala stalno temperaturo na 26 ± 1 °C. Termostatirana podlaga 
je bila povezana tudi z nosilcem za plošče nad objektivom, tako da so bili zarodki na stalni 
temperaturi tudi med opazovanjem pod mikroskopom. Rezultate opazovanj smo vpisovali 
v vnaprej pripravljeno tabelo (Priloga A). 
 
Slika 10: Invertni svetlobni mikroskop skupaj s termostatirano ploščo za spremljanje razvoja zarodkov. 
Za vsak zarodek posebej smo določili, ali njegov razvoj poteka normalno ali je prišlo do 
pojava deformacij, ki so nakazovale vpliv raztopine na razvoj. S pomočjo znakov, 
predstavljenih v Preglednici 10, smo določili, za katero vrsto učinkov gre. Ločili smo 
namreč med letalnimi, sub-letalnimi in teratogenimi učinki. 
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Preglednica 10: Znaki za določitev letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov izbrane raztopine na razvoj 
zarodkov. 
Simbol Opazovani znaki 
Čas izpostavljenosti 
24 h 48 h 72 h 96 h 
n normalno razvit zarodek / / / / 
i izvalitev / / + + 
Letalni učinki 
z zakrknjenost (koagulacija) + + + + 
s odsotnost somitov + + + + 
r rep ni ločen od rumenjaka + + + + 
u ni utripanja srca / + + + 
Sub-letalni učinki 
p odsotnost spontanih premikov + + + + 
kr odsotnost krvnega obtoka / + + + 
b brez pigmentacije / + + + 
ed edem / + + + 
Teratogeni učinki 
zr zaostalost v razvoju + + + + 
dr deformacija repa + + + + 
str krvni strdki / / + + 
V primeru prisotnosti kateregakoli znaka letalnih učinkov je pomenilo, da je zarodek 
poginil ali pa bo kmalu poginil. Tovrstni znaki so bili navadno vidni že po 24 urah od 
oploditve – razen bitja srca, ki ga je bilo mogoče opaziti po 48 urah. Prav tako smo lahko 
zakrknjene zarodke prepoznali že s prostim očesom, saj so bili v celoti mlečno bele barve, 
če smo jih gledali pod mikroskopom pa so bili temni in zrnati. Sub-letalne učinke smo 
določili na podlagi znakov, kot so edem, odsotnost krvnega obtoka, pigmentacije in 
spontanih premikov. Tovrstni znaki namreč ne nakazujejo neposredno na pogin zarodka, 
ampak na večjo deformacijo. Zarodki so navadno kljub nepravilnosti preživeli obdobje 
štirih dni. Poleg tega smo se osredotočili tudi na teratogeni učinek, ki se je kazal v 
zaostalem razvoju in deformaciji repa. Želeli smo namreč ugotoviti, ali imajo določene 
koncentracije inhibitorjev strupen učinek na razvoj zarodkov in kako se le-ta kaže.  
3.2.6 Statistična analiza 
Statistično analizo rezultatov, ki so bili izraženi kot procenti (%) učinkov, smo naredili s 
programsko opremo Prism 6 (Graphpad Inc.). Za natančnejšo analizo so bili analizirani 
podatki vseh posameznih ponovitev, ki smo jih nato združili. Na tak način smo lahko 
pridobili več informacij, kot če bi za analizo uporabili zgolj povprečje podatkov vseh 
ponovitev. Za grafe, ki prikazujejo procent (%) učinkov v primerjavi s koncentracijo 
izbranega TKI, smo uporabili nelinearni regresijski model »log (agonist) vs. odziv – najdi 
katerikoli EC« (enačbe (5), (6) in (7)). Gre za sklop enačb odmerek – odziv (ang. dose – 
response), s katerimi lahko izračunamo, kako se odziv spreminja glede na koncentracijo 
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snovi. Statistična značilnost (p < 0,05) učinka v primerjavi s kontrolo topila je bila 
ocenjena z neparametričnim statističnim testom ANOVA (Kruskal-Wallisov test) in 
Dunnettovim post-testom s 95 % intervalom zaupanja. Variabilnost odstotkov smo 
poročali kot ± standardna deviacija. 
 logECF = logEC50 + (1/naklon)  log(F%/(100-F%)) … (5) 
 F% = (Y – dno)/(vrh – dno)  100 … (6) 
 Y = dno + (vrh – dno)/(1+10((logEC50 – X)  naklon)) … (7) 
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4 REZULTATI 
4.1 TOPILO DMSO 
Delež dodanega topila DMSO k testnim raztopinam se je med izbranimi inhibitorji 
razlikoval, kljub temu pa ni smel vplivati na verodostojnost rezultatov, zato smo tudi 
analizirali rezultate kontrole topila. Po standardu OECD TG 236 (2013) je pričakovano, da 
več kot 90 % vseh izpostavljenih zarodkov po 96 urah ne kaže vidnih deformacij. Na 
podlagi dobljenih podatkov (Preglednica 11) smo potrdili, da so bile količine izbranega 
topila (do maksimalnih koncentracij, ki smo jih testirali) ustrezne in niso imele vpliva na 
rezultate testnih koncentracij TKI.  
Preglednica 11: Odstotek normalno razvitih zarodkov v % po 96 urah izpostavljenosti kontroli topila DMSO.  
TKI Topilo DMSO (volumski procenti) Normalni zarodki 
SORA 0,03 % 90 % 
NILO 0,67 % 92 % 
REGO 0,06 % 93 % 
 
 
Slika 11: Normalno razvit zarodek po 24 urah izpostavljenosti kontroli topila. Zarodek obdaja horionska 
ovojnica. Lepo so vidni nastajajoči somiti, lečna plakoda in rep, ki je ločen od rumenjaka. Merilo na sliki je 
250 µm. 
4.2 REFERENČNA KEMIKALIJA 3,5-DCA 
Kemikalija 3,5-DCA, koncentracije 4 mg/L, je bila v naših poskusih pozitivna kontrola, za 
katero je bil, po OECD TG 236, pričakovan odstotek normalnih zarodkov, nižji od 30 %. V 
našem primeru je v povprečju znašal 22 % (Preglednica 12). Po 96 urah izpostavljenosti so 
testni zarodki v glavnem odražali sub-letalne in teratogene učinke, nekoliko manj – za 
približno 5 % – pa letalne. Kljub temu predvidevamo, da bi z daljšim časovnim obdobjem 
opazovanja narastla smrtnost zarodkov kot posledica številnih deformacij. 
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Preglednica 12: Odstotek normalno razvitih zarodkov po 96 urah izpostavljenosti pozitivni kontroli (3,5-
DCA). Prikazani so rezultati pozitivne kontrole za vsak inhibitor posebej ter njihova povprečna vrednost.  
3,5-DCA pri izbranem 
TKI 
Odstotek normalno razvitih 
zarodkov (po 96 urah) 
SORA 48 ± 5 % 
NILO 2 ± 1 % 
REGO 15 ± 0 % 
Povprečje 22 % 
V Preglednici 13 so predstavljeni odstotki posameznih letalnih, sub-letalnih in teratogenih 
znakov, določenih glede na vseh 180 zarodkov, ki so bili izpostavljeni pozitivni kontroli. 
Od vseh učinkov so prevladovali sub-letalni znaki, kjer smo tekom celotnega časovnega 
obdobja največkrat zabeležili nastanek edema. Pogosto je bilo v kombinaciji z edemom 
mogoče opaziti odsotnost krvnega obtoka, nekoliko redkeje tudi deformacije repa. Prav 
tako lahko vidimo, kako delež sub-letalnih in teratogenih znakov čez čas upada, medtem 
ko zakrknjenost zarodkov narašča.  
Preglednica 13: Letalni, sub-letalni in teratogeni učinki v %, izračunani glede na vse zarodke v poskusu (po 
48, 72 in 96 urah izpostavljenosti 4 mg/L 3,5-DCA). Kr = odsotnost krvnega obtoka, ed = nastanek edema, dr 
= deformacije repa, zr = zaostalost v razvoju, u = ni utripanja srca, z = zakrknjenost (koagulacija). 
 
Sub-letalni in teratogeni učinki Letalni učinki 
kr ed dr zr u z 
48 h 42 % 46 % 0 % 0,6 % 0,6 % 12 % 
72 h 37 % 44 % 7 % 0 % 2 % 25 % 
96 h 24 % 35 % 11 % 0 % 0,6 % 38 % 
 
     
Slika 12: Primer zakrknjenega zarodka po 24 urah (a) in zarodka s sub-letalnimi ter teratogenimi učinki po 96 
urah (b) izpostavljenosti referenčni kemikaliji 3,5-DCA. Koaguliran zarodek še obdaja horionska ovojnica, 
zarodek po 96 urah pa se je že izlegel. Z znakom (*) je označen perikardialni edem, prav tako lahko zaradi 
ukrivljenosti hrbtenice vidimo izrazito deformacijo repa. Merilo na sliki (a) in (b) je 250 µm. 
a) 
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4.3 SORAFENIB 
4.3.1 Letalni, sub-letalni in teratogeni učinki 
Višanje koncentracije SORA se ni odražalo s povišanim deležem letalnih učinkov pri 
zarodkih, kar lahko vidimo na Sliki 13 (a). Povprečja vseh letalnih znakov po 48 in 96 urah 
ne presežejo 15 %, tako da učinka testiranega inhibitorja ni mogoče opisati s sigmoidno 
krivuljo. Prav tako se učinki vseh petih testiranih koncentracij statistično ne razlikujejo od 
kontrole. Opazimo lahko tudi, da se rezultati opazovanj po 48 in 96 urah pri nižjih treh 
testiranih raztopinah med seboj ne razlikujejo v povprečnem deležu letalnih učinkov. Pri 
nekaterih testnih koncentracijah, zlasti pri 18,4 mg/L in 58,9 mg/L, so bili izračunani 
precej višji standardni odkloni, saj so se rezultati med različnimi ponovitvami bistveno 
razlikovali. 
Veliko večji odziv na prisotnost izbranega inhibitorja v testnih raztopinah je bilo mogoče 
zabeležiti v primeru sub-letalnih in teratogenih učinkov. Na Sliki 13 (b) lahko pri nižjih  
koncentracijah vidimo, kako je z naraščanjem koncentracije naraščal tudi odziv in delež 
sub-letalnih ter teratogenih znakov. Iz rezultatov po 48 urah lahko razberemo postopno 
naraščanje deleža učinkov vse do koncentracije 18,4 mg/L. Pri tej koncentraciji je bil 
dosežen tudi največji odziv SORA, ki se je kazal z 48% odstotkom sub-letalnih in 
teratogenih učinkov, tako po 48 kot 96 urah. Učinek tovrstne koncentracije je svoj vrh 
dosegel že po 48 urah in se v naslednjih dveh dneh ni spremenil. Kljub temu je po 96 urah 
razlika v odstotku učinkov med 18,4 mg/L in 5,7 mg/L manjša od 1 %. Pri najvišji 
koncentraciji smo v obeh časovnih obdobjih zabeležili upad v odzivu na inhibitor, ki je bil 
po deležu sub-letalnih deformacij precej podoben tistemu pri koncentraciji 1,8 mg/L. Pri 
58,9 mg/L smo na dnu jamice z zarodkom in testno raztopino opazili tudi kristale, ki so 
nastali, ker se SORA v mediju ni popolnoma raztopil. Kljub številnim sub-letalnim in 
teratogenim posledicam na nekaterih zarodkih so bili rezultati različnih ponovitev preveč 
variabilni, da bi učinek lahko opisali s sigmoidno krivuljo. Prav tako se dobljeni podatki v 
povprečju statistično niso razlikovali od kontrole. 
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Slika 13: Letalni (a) in sub-letalni ter teratogeni (b) učinki SORA po 48 in 96 urah izpostavljenosti v %. 
Abscisna os predstavlja logaritmirane vrednosti koncentracij testiranega TKI. Prikazana so povprečja 
kontrole in vseh 5 testiranih koncentracij s standardnimi odkloni. Obkrožen je učinek koncentracije, pri kateri 
se SORA v mediju ni popolnoma raztopil. 
   
Slika 14: Zarodek po 48 urah izpostavljenosti SORA koncentracije 1,8 mg/L (a) in po 96 urah 
izpostavljenosti koncentraciji 18,4 mg/L (b). Na sliki (a) je z znakom (*) označen edem rumenjaka, prav tako 
ni vzpostavljenega krvnega obtoka. Zarodek še vedno obdaja horionska ovojnica. Po 96 urah izpostavljenosti 
(b) pa smo pri nekaterih izleženih zarodkih zabeležili nepravilnosti v razvoju repa. Merilo na sliki (a) in (b) je 
250 µm. 
Vpliv SORA smo skupno testirali na 576 zarodkih. Delež sub-letalnih in teratogenih 
učinkov, zabeleženih po določenem časovnem obdobju, smo določili glede na vse zarodke 
v poskusu. V Preglednici 14 so predstavljeni rezultati po 48, 72 in 96 urah, kjer lahko 
vidimo postopno rast učinkov z daljšanjem obdobja izpostavljenosti izbranemu inhibitorju. 
Če povzamemo vpliv SORA v zadnjih treh dneh opazovanja, vidimo, da se je njegova 
prisotnost v testnih jamicah odražala s pojavom sub-letalnih in teratogenih učinkov pri 44–
60 % testiranih zarodkov. V največji meri je prišlo do nastanka edema. 
250 
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Preglednica 14: Sub-letalni in teratogeni učinki v %, izračunani glede na vse zarodke v poskusu (po 48, 72 in 
96 urah izpostavljenosti SORA). Podrobneje izpostavljeno, katere učinke je bilo mogoče zabeležiti po 
določenem časovnem obdobju. Kr = odsotnost krvnega obtoka, ed = nastanek edema, str = nastanek krvnih 
strdkov, dr = deformacije repa.  
SORAFENIB 
Sub-letalni in teratogeni učinki 
Frekvenca pojavljanja Zabeleženi učinki 
48 h 44 % 48 h kr ed 
72 h 51 % 72 h kr ed dr str 
96 h 60 % 96 h kr ed dr str 
  Najpogostejši učinek ed 
 
 
Slika 15: Zarodek po 96 urah izpostavljenosti SORA koncentracije 1,8 mg/L. Puščica () nakazuje na krvni 
strdek. Merilo na sliki je 100 µm. 
V nadaljevanju smo se osredotočili predvsem na razmerje posameznih sub-letalnih in 
teratogenih znakov, ki so se pojavili po 96 urah izpostavljenosti SORA. Kot prikazuje 
Slika 16, je pri več kot polovici vseh deformiranih zarodkov prišlo do nastanka edema ali 
odsotnosti krvnega obtoka. Od vseh zabeleženih učinkov je bilo v povprečju teratogenih 
znakov precej manj od sub-letalnih. Deformacije repa so zajemale 17% delež vseh 
nepravilnosti. V nekoliko nižji meri, in sicer 6 %, pa se je kazal vpliv izbranega inhibitorja 
na nastanek krvnih strdkov pri izpostavljenih zarodkih.  
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Slika 16: Odstotek posameznega sub-letalnega ali teratogenega učinka, zabeleženega pri SORA, po 96 urah 
izpostavljenosti. Kr = odsotnost krvnega obtoka, ed = nastanek edema, dr = deformacije repa, str = nastanek 
krvnih strdkov. 
4.3.2 Ocena tveganja za okolje 
Tveganje SORA za vodno okolje smo ocenili na podlagi PEC/PNEC razmerja. Podatke o 
predvideni okoljski koncentraciji (PEC) izbranega inhibitorja smo pridobili iz poročila, 
objavljenega s strani Evropske agencije za zdravila – EMA (ang. European medicines 
agency). Za določitev PNEC smo upoštevali rezultate testiranja, in sicer tako, da smo 
vrednost NOEC (gre za najvišjo testirano koncentracijo, pri kateri ne opazimo nobenih 
učinkov) delili z ustreznim varnostnim faktorjem – AF (ang. Assessment factor). Varnostni 
faktor je namreč število, s katerim zmanjšamo negotovost eksperimentalnih podatkov v 
primerjavi s kompleksnimi naravnimi sistemi. Z upoštevanjem varnostnega faktorja so 
tako naše ocene o vplivu spojine na okolje natančnejše (Guidance …, 2008). 
 
PEC površinske vode = 0,0378 µg/L  
 
Vrednost PEC je bila izračunana na podlagi porabe največje letne količine SORA za 
zdravljenje pacientov z rakom ščitnice. Podatki se nanašajo na predvideno koncentracijo 
snovi v površinskih vodah (CHMP …, 2014).  
 
NOEC = 58,856 mg/L oz. 58 856 µg/L 
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V našem primeru je NOEC najvišja testirana koncentracija. Prisotnost SORA v testnih 
jamicah se namreč ni odražala s povečanim deležem letalnih, sub-letalnih ali teratogenih 
učinkov, ki bi se statistično razlikoval od negativne kontrole vse do najvišje testirane 
koncentracije.   
 
AF = 100 
 
Varnostni faktor smo določili na podlagi poročila, objavljenega s strani Evropske agencije 
za kemikalije – ECHA (ang. European chemicals agency). Ta je v našem primeru 100, ker 
smo za računanje uporabili vrednost NOEC, ki smo jo določili s testi zgolj ene vrste 
organizma, in sicer rib cebric (Guidance …, 2008). 
 
PNEC = NOEC/AF = 58 856 µg/L / 100 
PNEC = 588,56 µg/L 
 
Razmerje PEC/PNEC = 0,0378 µg/L / 588,56 µg/L = 6,4  10-5 
6,4  10-5  1 
 
Vrednost PEC/PNEC je manjša od 1, kar pomeni, da po naših podatkih SORA ne 
predstavlja tveganja za vodno okolje.  
4.4 NILOTINIB 
4.4.1 Letalni, sub-letalni in teratogeni učinki 
Vpliva NILO na letalne parametre pri zarodkih nismo opazili. Kot je mogoče razbrati iz 
Slike 17 (a), odziv na izbrani citostatik – kljub višanju njegove koncentracije – ne preseže 
7 %. Pri večini testnih koncentracij tudi ni večjih razlik v deležu letalnih učinkov po 48 in 
96 urah, izjema je zgolj koncentracija 2 mg/L. Pri le-tej smo namreč po 48 urah zabeležili 
nekoliko večji odstotek znakov kot po 96 urah, ki pa kljub temu ne preseže 7 %. Nobena 
od testiranih koncentracij inhibitorja tako ni posredovala odziva, ki bi se statistično 
razlikoval od kontrole in bi ga bilo mogoče opisati s sigmoidno krivuljo. 
 
Tudi v primeru sub-letalnih in teratogenih znakov ti z večanjem koncentracije izbranega 
inhibitorja ne naraščajo sigmoidno. Na Sliki 17 (b) so predstavljeni rezultati, ki so precej 
variabilni in ne kažejo ustaljenega vzorca. Nobena od testnih raztopin se v povprečju ni 
statistično razlikovala od kontrole.  
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Slika 17: Letalni (a), sub-letalni in teratogeni (b) učinki NILO po 48 in 96 urah izpostavljenosti v %. 
Abscisna os predstavlja logaritmirane vrednosti koncentracij testiranega TKI. Prikazana so povprečja 
kontrole in vseh 5 testiranih koncentracij s standardnimi odkloni. 
   
Slika 18: Normalno razviti zarodek po 48 urah izpostavljenosti NILO koncentracije 0,6 mg/L (a) in 
deformiran zarodek po 96 urah izpostavljenosti koncentraciji 6,5 mg/L (b). Na sliki (b) je z znakom (*) 
označen perikardialni edem. Prisotni pa so tudi drugi sub-letalni ter teratogeni znaki, kot sta odsotnost 
krvnega obtoka in deformacija repa zaradi ukrivljenosti hrbtenice. Merilo na obeh slikah je 250 µm. 
Delež sub-letalnih in teratogenih znakov smo izračunali glede na 288 zarodkov, ki so bili 
izpostavljeni NILO in jih predstavili s Preglednico 15. Prve teratogene učinke izbranega 
inhibitorja – krvne strdke – je bilo mogoče opaziti po 72 urah. Tudi v primeru NILO je 
frekvenca deformacij naraščala tekom izbranega časovnega obdobja. Zadnji dan 
opazovanja je med vsemi zarodki v poskusu bilo mogoče zabeležiti sub-letalne in 
teratogene učinke pri manj kot četrtini – 24 %. Poleg tega so se pojavile deformacije repa. 
V vseh treh dneh beleženja rezultatov je prisotnost NILO v testnih koncentracijah vplivala 
na 9–24 % ribjih zarodkov. Pri tem je bil najpogosteje evidentiran znak nastanek edema. 
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Preglednica 15: Sub-letalni in teratogeni učinki v %, izračunani glede na vse zarodke v poskusu (po 48, 72 in 
96 urah izpostavljenosti NILO). Podrobneje izpostavljeno, katere učinke je bilo mogoče zabeležiti po 
določenem časovnem obdobju. Kr = odsotnost krvnega obtoka, ed = nastanek edema, str = nastanek krvnih 
strdkov, dr = deformacije repa. 
NILOTINIB 
Sub-letalni in teratogeni učinki 
Frekvenca pojavljanja Zabeleženi učinki 
48 h 9 % 48 h kr ed 
72 h 18 % 72 h kr ed str 
96 h 24 % 96 h kr ed dr str 
  Najpogostejši učinek ed 
Glede na vse sub-letalne in teratogene učinke, ki smo jih zabeležili četrti dan opazovanja, 
smo določili v kolikšnem deležu se posamezen znak pojavi. Rezultati so prikazani na Sliki 
19, kjer lahko vidimo, da je prisotnost NILO v testnih raztopinah pri zarodkih najpogosteje 
vplivala na nastanek edema. Tovrstni sub-letalni znak je namreč zajemal kar 58 % vseh 
učinkov. Za njim sta, v nekoliko nižji meri, sledili razvojni nepravilnosti, ki sta se kazali 
kot odsotnost krvnega obtoka in deformacije repa. Obe sta se pojavili v enakem razmerju, 
in sicer 19 %. Precej bolj redki pa so bili nastanki krvnih strdkov, ki podobno kot v 
primeru SORA zasedajo najmanjši delež. 
 
Slika 19: Odstotek posameznega sub-letalnega ali teratogenega učinka, zabeleženega pri NILO po 96 urah 
izpostavljenosti. Dr = deformacije repa, kr = odsotnost krvnega obtoka, ed= nastanek edema, str = nastanek 
krvnih strdkov. 
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4.4.2 Ocena tveganja za okolje 
Tveganje NILO za vodno okolje smo ocenili na podlagi PEC/PNEC razmerja. Podatke o 
predvideni okoljski koncentraciji (PEC) izbranega inhibitorja smo, tako kot v primeru 
SORA, pridobili iz poročila, objavljenega s strani Evropske agencije za zdravila – EMA. 
Ker so bile navedene tri različne vrednosti PEC, smo izračunali razmerje za vsako posebej. 
Prav tako smo PNEC določili tako, da smo NOEC delili z varnostnim faktorjem. 
 
PEC površinske vode (1) = 4 µg/L 
 
PEC površinske vode (2) = 0,036 µg/L 
 
PEC površinske vode (3) = 0,009 µg/L 
 
Standardno oz. privzeto vrednost predstavlja PEC (1), PEC (2) pa je izračunana vrednost. 
Tema dvema je dodana tudi novejša vrednost PEC (3), ki predstavlja predvideno količino 
inhibitorja v prihodnosti. Podatki se nanašajo na predvideno koncentracijo snovi v 
površinskih vodah (Assessment report Tasigna, 2017). 
 
NOEC = 67,047 mg/L oz. 67 047 µg/L 
 
Tudi v primeru NILO je NOEC najvišja testirana koncentracija. Izbrani inhibitor namreč ni 
vplival na razvoj zarodkov vse do najvišje testirane koncentracije. 
 
AF = 100 
 
Testni pogoji pri NILO se niso razlikovali od tistih pri SORA, zato je varnostni faktor 
enak. 
 
PNEC = NOEC/AF = 67 047 µg/L / 100 
PNEC = 670,47 µg/L 
 
Razmerje PEC (1)/PNEC = 4 µg/L / 670,47 µg/L = 6  10-3 
6  10-3  1 
 
Razmerje PEC (2)/PNEC = 0,036 µg/L / 670,47 µg/L = 5,4  10-5 
5,4  10-5  1 
 
Razmerje PEC (3)/PNEC = 0,009 µg/L / 670,47 µg/L = 1,3  10-5 
1,3  10-5  1 
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Razmerje PEC/PNEC je, ne glede na uporabljeno PEC vrednost, manjše od 1. Po naših 
podatkih tako NILO ne predstavlja tveganja za vodno okolje.  
4.5 REGORAFENIB 
4.5.1 Letalni, sub-letalni in teratogeni učinki 
Pri REGO smo v okviru opazovanja letalnih učinkov zabeležili največji odziv pri najnižji 
testni koncentraciji – 0,1 mg/L. Kljub temu ta ni presegal 17%. Na Sliki 20 (a) je mogoče 
tudi opaziti, da je bil odziv pri dveh najvišjih testiranih koncentracijah – 1,9 mg/L in 5,9 
mg/L – enak in se je kazal s 13% odstotkom letalnih znakov. Glede na dobljene rezultate 
učinka ni mogoče opisati s sigmoidno krivuljo. Prav tako se deleži učinkov po 48 in 96 
urah med seboj pri vseh testiranih raztopinah zelo malo razlikujejo ali pa so enaki. Pri 
nekaterih koncentracijah, še posebej pri 0,1 mg/L in 5,9 mg/L, je mogoče opaziti tudi 
velike standardne odklone, ki so posledica izjemno variabilnih in razpršenih rezultatov. 
Nobena raztopina se v povprečju statistično ni razlikovala od kontrole. 
 
Iz rezultatov sub-letalnih in teratogenih učinkov, predstavljenih na Sliki 20 (b), je mogoče 
opaziti vpliv izbranega inhibitorja na razvoj zarodkov. Podatki, zbrani po 48 urah 
izpostavljenosti REGO, ob višanju koncentracije kažejo značilno rast sub-letalnih in 
teratogenih znakov. Odziv je tako mogoče opisati s sigmoidno krivuljo. Poleg tega je bil 
največji odstotek deformacij – kar 82 % – zabeležen pri 1,9 mg/L. Za tovrstno 
koncentracijo velja, da posreduje učinke, ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole. 
Z daljšanjem časa izpostavljenosti inhibitorju je naraščal tudi njegov vpliv na zarodke. 
Število deformacij se je namreč po štirih dneh pri treh najvišjih koncentracijah znatno 
povečalo. Največji skok je bilo mogoče zabeležiti pri 0,6 mg/L, kjer je odstotek učinkov iz 
58 % narastel na 90 %, tej sledi 1,9 mg/L s 87% in 5,9 mg/L s 80% odstotkom. Za vse 
omenjene raztopine velja, da se njihovi učinki statistično razlikujejo od kontrole. Pri 
najnižji testirani koncentraciji je učinek skozi celotno časovno obdobje izpostavljenosti 
ostal nespremenjen, medtem ko je pri 0,2 mg/L po 72 urah upadel. Kljub vsemu za odziv 
po 96 urah ni značilna sigmoidna rast. 
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Slika 20: Letalni (a), sub-letalni ter teratogeni (b) učinki REGO po 48 in 96 urah izpostavljenosti v %. 
Abscisna os predstavlja logaritmirane vrednosti koncentracij testiranega TKI. Prikazana so povprečja 
kontrole in vseh 5 testiranih koncentracij s standardnimi odkloni. S puščico so označeni učinki koncentracij, 
ki se statistično značilno razlikujejo od kontrole (testirano z ANOVA testom). 
   
Slika 21: Zarodek po 48 urah izpostavljenosti REGO koncentracije 1,9 mg/L (a) in po 96 urah 
izpostavljenosti prav tako koncentraciji 1,9 mg/L (b). Na sliki (a) je z znakom (*) označen edem rumenjaka. 
Zarodek še nima vzpostavljenega krvnega obtoka, še vedno pa ga obdaja horionska ovojnica. Cebrica na sliki 
(b) je izležena z izrazito deformacijo repa. Merilo na obeh slikah je 250 µm. 
V Preglednici 16 so predstavljeni odstotki sub-letalnih in teratogenih učinkov, ki smo jih 
izračunali iz rezultatov opazovanja 370 zarodkov, izpostavljenih REGO. Dobljeni podatki 
nakazujejo na postopno večanje deformacij tekom izbranega časovnega obdobja. Že drugi 
dan opazovanja je bilo pri več kot polovici testiranih zarodkov – 66 % – mogoče zabeležiti 
tako sub-letalne kot tudi teratogene učinke. Pri večini so se nepravilnosti kazale kot 
odsotnost krvnega obtoka in nastanek edema. Tekom naslednjih 24 ur se je frekvenca 
pojavljanja izbranih znakov povečala za 9 %, do izraza pa so prišli še drugi teratogeni 
učinki, kot so nastajanje krvnih strdkov in deformacije repa. Zadnji dan beleženja 
rezultatov je bilo od celotnega nabora testiranih zarodkov le še 16 % normalno razvitih, pri 
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vseh ostalih je namreč REGO vidno vplival na njihov embrionalni razvoj. Od drugega dne 
pa vse do konca opazovanja smo sub-letalne in teratogene učinke zabeležili pri 66–84 % 
izpostavljenih zarodkov. Najpogosteje pa se je prisotnost REGO odražala z odsotnostjo 
krvnega obtoka. 
Preglednica 16: Sub-letalni in teratogeni učinki v %, izračunani glede na vse zarodke v poskusu (po 48, 72 in 
96 urah izpostavljenosti REGO). Podrobneje izpostavljeno, katere učinke je bilo mogoče zabeležiti po 
določenem časovnem obdobju. Kr = odsotnost krvnega obtoka, ed = nastanek edema, zr = zaostalost v 
razvoju,  str = nastanek krvnih strdkov, dr = deformacije repa. 
REGORAFENIB 
Sub-letalni in teratogeni učinki 
Frekvenca pojavljanja Zabeleženi učinki 
48 h 66 % 48 h kr ed zr 
72 h 75 % 72 h kr ed dr str 
96 h 84 % 96 h kr ed dr str 
  Najpogostejši učinek kr 
 
 
Slika 22: Rep cebrice po 96 urah izpostavljenosti REGO koncentracije 0,6 mg/L. Puščica () kaže na nastali 
krvni strdek. Merilo slike je 250 µm. 
Prav tako nas je zanimalo razmerje posameznih sub-letalnih in teratogenih znakov, 
zabeleženih po 96 urah izpostavljenosti inhibitorju. Kot je razvidno iz Slike 23, se je po 
izbranem času največ deformacij pri zarodkih kazalo kot odsotnost krvnega obtoka in 
nastanek edema. Podobno kot v primeru SORA je celoten delež sub-letalnih učinkov pri 
REGO precej večji od deleža teratogenih. Od vseh zabeleženih znakov je namreč zgolj 17 
% takšnih, ki nakazujejo na teratogen vpliv inhibitorja.  
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Slika 23: Odstotek posameznega sub-letalnega ali teratogenega učinka, zabeleženega pri REGO po 96 urah 
izpostavljenosti. Dr = deformacije repa, kr = odsotnost krvnega obtoka, ed= nastanek edema, str = nastanek 
krvnih strdkov. 
4.5.2 Ocena tveganja za okolje 
Tveganje REGO za vodno okolje smo ocenili na podlagi PEC/PNEC razmerja. Podatke o 
predvideni okoljski koncentraciji (PEC) izbranega inhibitorja smo prav tako pridobili iz 
poročila, objavljenega s strani Evropske agencije za zdravila – EMA. Navedeni sta bili dve 
različni vrednosti PEC, zato smo izračunali razmerje za vsako vrednost posebej. Poleg tega 
smo NOEC delili z varnostnim faktorjem in tako dobili PNEC. 
 
PEC površinske vode (1) = 0,6 µg/L  
 
PEC površinske vode (2) = 0,022 µg/L  
 
Standardno oz. privzeto vrednost predstavlja PEC (1), PEC (2) pa je ponovno izračunana 
vrednost na podlagi 5-letnega zbiranja podatkov o uporabi zdravila pri CRC – rak debelega 
črevesa in danke – in GIST – metastatski gastrointestinalni stromalni tumor. Podatki se 
nanašajo na predvideno koncentracijo snovi v površinskih vodah (Assessment report 
Stivarga, 2017). 
 
NOEC = 0,180 mg/L oz. 180 µg/L 
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NOEC je najvišja testna koncentracija REGO, pri kateri po 96 urah izpostavljenosti še 
nismo zabeležili vidnih učinkov na zarodkih. 
 
AF = 100 
 
Testni pogoji pri REGO so bili enaki kot pri drugih dveh inhibitorjih, zato je tudi varnostni 
faktor enak. 
 
PNEC = NOEC/AF = 180 µg/L / 100 
PNEC = 1,8 µg/L 
 
Razmerje PEC (1)/PNEC = 0,6 µg/L / 1,8 µg/L = 0,3 
0,3  1 
 
Razmerje PEC (2)/PNEC = 0,022 µg/L / 1,8 µg/L = 0,01 
0,01  1 
 
Razmerje PEC/PNEC je, ne glede na vrednost PEC, manjše od 1. REGO tako ne 
predstavlja večjega tveganja za vodno okolje. 
4.6 VPLIV IZBRANIH INHIBITORJEV NA IZVALITEV 
Z beleženjem letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov dobimo dobro predstavo o 
vplivu testiranega TKI na razvoj zarodkov. Vendar pa to ni edini parameter, ki nam 
pomaga oceniti toksičnost snovi. V našem primeru smo pozornost namenili tudi stopnji 
izvalitve zarodkov, saj le-ta neposredno vpliva na sposobnost preživetja cebric v naravnem 
okolju. Pri tem smo se osredotočili na vplive v intervalu med najmanjšo in največjo 
testirano koncentracijo. Ker so bili pri najmanjših koncentracijah vplivi snovi minimalni, 
pri največjih pa bi lahko prišlo do vpliva nepopolne topnosti, smo v tej nalogi prikazali 
vplive na izvalitev pri srednji testirani koncentraciji ter pri enaki koncentraciji 3,9 µM 
(SORA 1,8 mg/L, NILO 2 mg/L, REGO 1,9 mg/L). Kot je razvidno iz Preglednice 5 in 
besedila pod njo, so se pri analiziranju srednje testirane koncentracije le-te med seboj 
razlikovale (SORA 5,7 mg/L, NILO 6,5 mg/L, REGO 0,6 mg/L). Za primerjavo smo 
analizirali tudi odstotek izvaljenih rib pri negativni kontroli, ki je znašal 96 ± 4 %.  
Od treh testiranih inhibitorjev smo največje število prosto plavajočih zarodkov z uspešno 
zaključenim embrionalnim razvojem pri testiranju srednjih koncentracij zabeležili pri 
NILO, in sicer kar 90 ± 4 %. V primeru REGO smo, glede na predhodno ugotovljene sub-
letalne in teratogene učinke, pričakovali nekoliko nižji delež izvaljenih zarodkov. Potrdili 
smo, da se izvalitev pri omenjenem inhibitorju po 96 urah pri koncentraciji 0,6 mg/L 
statistično zmanjša (Slika 24 (a)) v primerjavi z negativno kontrolo (ISO voda) – izvalitev 
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je namreč 88 ± 3 %. Kljub temu so razlike s kontrolo majhne. Sorafenib pri srednji testirani 
koncentraciji statistično ni vplival na izvalitev (88 ± 12 %) . 
Če pa med seboj primerjamo izvalitev zarodkov vseh treh TKI pri koncentraciji 3,9 µM 
(Slika 24 (b)), je poleg REGO (82 ± 4 %) statistično različen od negativne kontrole tudi 
SORA (82 ± 7 %), vendar so te razlike majhne. V primeru NILO odstotek izvaljenih 
zarodkov sicer pade za 2 % (88 ± 4 %), se pa omenjeni inhibitor kljub temu statistično ne 
razlikuje od kontrole.  
 
Slika 24: Izvalitev cebric v % po 96 urah izpostavljenosti izbranemu tirozin kinaznemu inhibitorju (SORA – 
sorfenibu, NILO – nilotinibu, REGO – regorafenibu). Graf (a) prikazuje podatke pri srednji testirani 
koncentraciji, graf (b) pa pri koncentraciji 3,9 µM. Z znakom () je označen vzorec, ki se statistično razlikuje 
od negativne kontrole – NK (testirano z ANOVA, Kruskal-Wallis).  
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4.7 POVZETEK UČINKOV TESTIRANIH TKI 
Prisotnost SORA in NILO v testnih jamicah ni povzročila signifikantnega povečanja 
letalnih, sub-letalnih ali teratogenih učinkov pri zarodkih rib cebric pri izbranih testiranih 
koncentracijah in pri pogojih, ki so predpisani v OECD TG 236 (2013). Kot je prikazano v 
Preglednici 17, smo zabeležili zgolj en statistično značilen odziv, ki ga lahko opišemo s 
sigmoidno krivuljo, in sicer odziv na REGO, ki se je kazal s številnimi sub-letalnimi in 
teratogenimi deformacijami zarodkov. Pri tem je bila najnižja koncentracija s statistično 
značilnim odzivom (LOEC) po 96 urah 0,6 mg/L. Čeprav sub-letalni in teratogeni učinki 
SORA in NILO niso statistično značilni, sta omenjena TKI največkrat povzročila edem. Pri 
REGO pa smo največkrat opazili odsotnost krvnega obtoka.  
Preglednica 17: Ekotoksikološki parametri LOEC, EC20 in EC50 za vsak testiran TKI. Določeno za letalne, 
sub-letalni in teratogene učinke po 96 urah. Kratica ns = ni statistične razlike v primerjavi z negativno 
kontrolo, nk = rezultati ne konvergirajo. Vrednosti v oklepaju predstavljajo 95% interval zaupanja. 
TKI 
Letalni učinki po 96 urah (mg/L) Sub-letalni in teratogeni učinki po 96 urah (mg/L) 
LOEC EC20 EC50 LOEC EC20 EC50 
SORA ns nk nk ns nk nk 
NILO ns nk nk ns nk nk 
REGO ns nk nk 0,583 
0,3 
(0,1 – 0,7) 
0,4 
(0,2 – 0,7) 
Glede na dobljene rezultate in uporabljene vrednosti PEC nobeden od testiranih 
inhibitorjev ne predstavlja večjega tveganja za okolje (Preglednica 18). Potrdili smo tudi, 
da se izvalitev po 96 urah statistično zmanjša v primerjavi z negativno kontrolo pri REGO 
(koncentraciji 0,6 mg/L in 1,9 mg/L oz. 3,9 µM) in SORA (koncentracija 1,8 mg/L oz. 3,9 
µM). 
Preglednica 18: Vrednosti PEC, PNEC in PEC/PNEC za vse tri testirane inhibitorje. 
TKI PEC (µg/L) PNEC (µg/L) PEC/PNEC 
SORA 0,0378 588,56 6,4  10-5 
NILO 
4 
0,036 
0,009 
670,47 
6  10-3 
5,4  10-5 
1,3  10-5 
REGO 
0,6 
0,022 
1,8 
0,3 
0,01 
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5 RAZPRAVA 
S testi izpostavljenosti zarodkov rib cebric dobimo osnovne koncepte o vplivu snovi na 
organizem, ki pa nam predstavljajo dobro smernico za nadaljnje raziskave. Četudi smo 
testirali tri spojine, ki spadajo v isto kategorijo – TKI –, smo lahko zabeležili razlike v sub-
letalnih učinkih (Priloga B). Vsak izmed njih namreč deluje na določen nabor proteinskih 
tarč, kar se odraža tako v samem odzivu kot tudi v njegovi jakosti. Na podlagi dobljenih 
rezultatov in razpoložljivih podatkov smo za vsak inhibitor ocenili tudi tveganje za okolje. 
5.1 PRIMERJAVA UČINKOV TESTIRANIH INHIBITORJEV 
V naši raziskavi v izbranem koncentracijskem območju (ki je bilo določeno na osnovi 
maksimalne topnosti posameznega TKI) nismo zaznali statistično značilnih letalnih 
učinkov izbranih inhibitorjev na zarodkih rib cebric. Glede na naše rezultate so vrednosti 
NOEC za letalne učinke SORA, NILO in REGO enake najvišjim testiranim 
koncentracijam, in sicer za SORA 58,9 mg/L, NILO 67,0 mg/L in REGO 5,9 mg/L. V 
nasprotju z našimi rezultati so Chimote in sod. (2014) zabeležili smrt 50 % zarodkov pri 
koncentraciji REGO 0,6 µM (0,3 mg/L), kar je trikrat nižja koncentracija kot v primeru 
SORA (LC50 = 2,0 µM; 0,9 mg/L). 
 
Sub-letalni učinki REGO so po 48 urah izpostavljenosti zarodkov kazali sigmoidno 
krivuljo odgovora v odvisnosti od koncentracije (Slika 20 (b)). V naših rezultatih je to 
edini primer odziva, ki ga je bilo mogoče opisati s krivuljo. Po 96 urah se je vpliv 
omenjenega inhibitorja na zarodke povečal, saj smo statistično značilne učinke zabeležili 
pri nižji koncentraciji, in sicer 0,6 mg/L (po 48 urah pa pri 1,9 mg/L). Tako pri NILO kot 
SORA ni nobena od testiranih koncentracij izrazito vplivala na povečanje sub-letalnih 
učinkov zarodkov, čeprav so bile pripravljene raztopine veliko bolj koncentrirane od 
REGO. Najvišja testirana koncentracija pri REGO (5,9 mg/L) bi namreč v primerjavi s 
testnimi koncentracijami SORA in NILO bila nekje na sredini – sredinska koncentracija pri 
SORA je namreč bila 5,7 mg/L, pri NILO pa 6,5 mg/L. Iz tega lahko zaključimo, da je 
REGO v primerjavi z drugima dvema inhibitorjema veliko bolj toksičen in povzroča vidne 
spremembe v razvoju pri bistveno nižjih koncentracijah. Četudi SORA v naših poskusih ni 
povzročal statistično značilnih sub-letalnih in teratogenih učinkov (Slika 13), smo vseeno 
večkrat zabeležili deformacije, ki se sicer statistično niso razlikovale od kontrole – tudi pri 
48 % vseh testiranih zarodkov. Predvidevamo, da bi bili rezultati nekoliko drugačni, če bi 
nam v celoti uspelo raztopiti izbrani inhibitor pri najvišji koncentraciji – kljub dodatku 
DMSO smo namreč lahko opazili kristale na dnu testnih jamic. V naših poskusih je tako 
vpliv SORA izredno variabilen.  
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Glede na vse zarodke v poskusu smo največ sub-letalnih in teratogenih znakov zabeležili 
pri REGO, kar smo pričakovali v skladu s krivuljo odziva. V primerjavi s SORA 
(Preglednica 14) je bilo teh znakov pri REGO dvakrat več (Preglednica 16), z NILO pa kar 
štirikrat (Preglednica 15). Pri SORA in NILO je bil najpogosteje zabeležen učinek 
nastanek edema, pri REGO pa odsotnost krvnega obtoka. Kljub temu je razlika med 
omenjenima učinkoma pri SORA in REGO po 96 urah opazovanja izredno majhna (Slika 
16, Slika 23). Oba inhibitorja tako posredujeta podoben odziv, morda zaradi precej 
podobnega nabora tirozinskih tarč, na katere delujeta. Tako SORA kot REGO delujeta na 
številne angiogene kinaze, kar pojasni velik vpliv na krvni obtok. Z inhibicijo izbranih tarč 
je namreč onemogočena oskrba tumorja s krvjo, zato ta ne more več rasti in se širiti po 
telesu (Arko in sod., 2018; Chimote in sod., 2014). O številnih nastankih perikardialnih 
edemov ob izpostavitvi zarodkov SORA in REGO so poročali tudi Chimote in sod. (2014) 
ter Lin in sod. (2019). Pri vseh treh testiranih inhibitorjih so tako v naših rezultatih 
prevladovali sub-letalni učinki nad teratogenimi. Eden najredkeje zabeleženih znakov je bil 
nastanek krvnih strdkov – večinoma se je pojavil po 72 urah izpostavljenosti TKI. Poleg 
tega je potrebno omeniti, da smo zaostalost v razvoju – ki sicer spada med teratogene 
učinke – opazili pri zgolj 1 zarodku, po 48 urah izpostavljenosti REGO (Preglednica 16).  
 
Pomemben faktor, poleg neposrednega opazovanja letalnih in sub-letalnih ter teratogenih 
učinkov, je tudi vpliv testiranih inhibitorjev na izvalitev zarodkov. V primeru, da zarodek 
po zaključenem embrionalnem razvoju ni sposoben zapustiti horionske ovojnice, se 
populacija cebric ne poveča. Inhibitor, ki bi signifikantno vplival na sposobnost izvalitve 
rib, bi imel za posledico močan upad njihove populacije. V naši raziskavi SORA in NILO 
pri srednji testirani koncentraciji nista vplivala na delež izvaljenih zarodkov, kar smo 
pričakovali glede na rezultate letalnih, sub-letalnih ter teratogenih učinkov. V nasprotju z 
njima se je koncentracija 0,6 mg/L REGO v deležu izvaljenih cebric statistično značilno 
razlikovala od negativne kontrole (Slika 24 (a)), vendar so bile razlike majhne. Omenjena 
koncentracija velja tudi za najnižjo koncentracijo, pri kateri smo po 96 urah 
izpostavljenosti omenjenemu inhibitorju opazili sub-letalne in teratogene učinke (LOEC = 
0,6 mg/L) (Preglednica 17). Prav tako je potrebno omeniti, da je bil delež izvaljenih 
zarodkov pri SORA enak kot pri REGO, vendar nam zaradi izjemne variabilnosti 
rezultatov SORA program ni mogel določil statistično značilne razlike v primerjavi z 
negativno kontrolo. Drugače pa je bilo v primeru, ko smo analizirali in primerjali izvalitev 
zarodkov pri isti koncentraciji TKI, in sicer pri 3,9 µM (SORA 1,8 mg/L, NILO 2 mg/L, 
REGO 1,9 mg/L). Pri izbrani koncentraciji je poleg REGO na izvalitev zarodkov 
statistično značilno vplival tudi SORA (Slika 24 (b)). Omenjena inhibitorja sta, tako kot pri 
srednji testirani koncentraciji, vplivala na izvalitev enakega odstotka zarodkov, se je pa 
bistveno zmanjšal standarni odklon sorafeniba (iz 12 % na 7 %), kar je pripomoglo k 
statistični analizi rezultatov. Rezultati izvalitve zarodkov so se ujemali z grafi odzivov na 
testirane koncentracije, kar dokazuje korelacijo med izbranima parametroma. Z 
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analiziranjem izvalitve zarodkov lahko torej posredno ocenimo dinamiko ter viabilnost 
izbrane populacije. 
 
Na podlagi pridobljenih rezultatov smo za vse tri testirane inhibitorje določili, kakšno 
tveganje predstavljajo za okolje. Tovrstne ocene bi bile še natančnejše, če bi izbrane TKI 
testirali na več trofičnih nivojih. Uporabili smo že izračunane PEC vrednosti, ki so se 
nanašale na porabo izbranih zdravil na tleh Evropske unije. Pri vseh treh citostatikih so bile 
vrednosti razmerja PEC/PNEC nižje od 1, kar pomeni, da ne predstavljajo tveganja 
(Preglednica 18). Tako je zaradi nizkih vrednosti zdravila v okolju – glavni razlog za to je 
redkejša uporaba (ki pa bo po napovedih z leti naraščala) – kot tudi zaradi same narave 
toksičnosti – tako SORA kot NILO namreč nista kazala signifikantne strupenosti 
(Preglednica 17). Od vseh treh testiranih TKI je bila najvišja vrednost razmerja PEC/PNEC 
izračunana za REGO, pri katerem bi bile ob morebitnem izrazitem povečanju uporabe 
priporočljive dodatne študije ekotoksičnosti. Do podobnih rezultatov so prišli tudi 
Gunnarsson in sod. (2019), ki so za SORA in REGO določili, da predstaljata nizko 
tveganje za okolje (razmerje PEC/PNEC > 0,1 – 1), medtem ko je to pri NILO tako 
majhno, da se smatra kot nepomembno (PEC/PNEC  0,1). Tudi njihovi izračuni so 
temeljili na podatkih uporabe držav Evropske unije. 
5.2 PRIMERJAVA UČINKOV SORA, NILO IN REGO Z DRUGIMI ŠTUDIJAMI 
Študij ekotoksičnosti TKI, ocenjenih na različnih bioloških elementih, še zmeraj izredno 
primanjkuje. Številne raziskave so bile osredotočene na inhibitor imatinib mesylate, 
medtem ko lahko o SORA, NILO in REGO najdemo zelo malo ekotoksikoloških 
podatkov, še posebej v primeru NILO. Naši poskusi s cebricami in pridobljeni rezultati 
ekotoksičnosti omenjenih inhibitorjev zatorej veljajo za prve v Sloveniji. 
Toksičen vpliv SORA, ocenjen na zarodkih rib cebric, smo lahko zasledili v študiji Lin in 
sod. (2019), kjer so poročali o številnih malformacijah. Pet dni po oploditvi so pri 
izpostavljenih zarodkih zabeležili številne letalne učinke kot tudi neznačilne fenotipe, ki so 
se kazali z nastankom perikardialnih edemov, nepravilnim polnjenjem plavalnega mehurja, 
ukrivljenostjo hrbtenice, nepravilno absorpcijo rumenjaka ter skrajšano dolžino telesa. 
Vrednost njihove LC50 za letalne učinke SORA je znašala 5,3 μM (2,5 mg/L), kar je 
nekoliko višje kot v študiji Chimote in sod. (2014), kjer so le-to določili pri koncentraciji 
2,0 μM (0,9 mg/L). Kawabata in sod. (2014) so v svoji raziskavi dokazali, da stopnja 
preživetja zarodkov cebric, ki so bile izpostavljene 3 μM (1,4 mg/L) SORA, pade na 
približno 20 % pet dni po oploditvi. Ta vrednost je 24 ur kasneje padla na ničlo – nobeden 
od testiranih zarodkov ni preživel. V naših poskusih smo po štirih dneh opazovanja 
zabeležili največji odstotek letalnih učinkov (15 %) pri koncentraciji 18,4 mg/L (39,6 μM) 
(Slika 13 (a)). Stopnja preživetja zarodkov v naših poskusih s SORA štiri dni po oploditvi 
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je bila torej še zmeraj najmanj 85%, kar se precej razlikuje od rezultatov omenjenih študij. 
Odstopanja pripisujemo zarodkom različnih linij cebric, ki so bili v naših študijah manj 
dovzetni za učinke testirane spojine, različni časovni izpostavljenosti (4 ali 5 dni) ter 
različnim proizvajalcem uporabljenega in testiranega inhibitorja SORA. 
Kawabata in sod. (2014) so poročali tudi o številnih vidnih telesnih deformacijah cebric ob 
izpostavitvi SORA, ki so se skladale s tistimi iz študije Lin in sod. (2019). V naših 
poskusih smo prav tako najpogosteje zabeležili nastanek edema, nekoliko manj pogosto 
deformacije repa, veliko pa je bilo primerov, kjer je prišlo do odsotnosti krvnega obtoka 
(Preglednica 14). Sub-letalni in teratogeni učinki SORA so tako med vsemi raziskavami, 
opravljenimi na zarodkih cebric, precej podobni. 
Poleg omenjene embrionalne toksičnosti so Lin in sod. (2019) pisali tudi o signifikantni 
hepatotoksičnosti tovrstnega inhibitorja, prav tako ocenjeni na zarodkih rib cebric. SORA 
je statistično značilno zmanjšal velikost jeter v primerjavi z 1% DMSO kontrolo. Jetra pri 
cebricah so namreč razvita in metabolno aktivna že 72 ur po oploditvi (Chimote in sod., 
2014). Povezavo med hepatotoksičnostjo in mitohondrijsko disfunkcijo so ugotavljali 
Paech in sod. (2018). V svoji študiji so dokazali toksični učinek inhibitorja SORA in 
REGO na mitohondrije HepG2 celic (človeška celična linija hepatocelularnega 
karcinoma), kar po njihovem mnenju predstavlja mehanizem, ki vodi do težav z jetri. 
Omenjena inhibitorja sta motila delovanje dihalne verige, s čemer se je povečala 
proizvodnja ROS (reaktivnih kisikovih spojin), prišlo pa je tudi do padca potenciala 
mitohondrijske membrane. To dogajanje je sprožilo zaščitne mehanizme, kot sta delitev 
mitohondrijev in mitofagija. Določene celice so napredovale v apoptozo ali nekrozo. 
Kawabata in sod. (2014) so poleg tega v svoji raziskavi s cebricami dokazali vpliv 
izbranega inhibitorja na delovanje srca. Tovrstni zaključki na ribah se skladajo s pogosto 
kardiotoksičnostjo, ugotovljeno pri pacientih. Kot ugotavljajo Chaar in sod. (2018), redno 
jemanje SORA najpogosteje vodi do pojava hipertenzije zaradi zaviranja VEGFR, kar 
ustavi angiogenezo ter vazodilatacijske procese, s čemer se poveča upor žil. Kljub temu da 
hipertenzija ne povzroča neposredne škode srcu, je dobro znan predhodnik resnejših srčnih 
stanj. Do podobnih ugotovitev o toksičnosti REGO, povezanih s kardiovaskularnim 
sistemom, so prišli tudi Wu in sod. (2020). Rezultati na cebricah so bili v skladu s 
kliničnimi testi, glavni razlog za pojav strupenosti pa predstavljajo okvare žil.  
Vpliv številnih protirakavih zdravil, ki zavirajo rast in širjenje tumorja preko angiogenih 
dejavnikov, so testirali Chimote in sod. (2014). Cebrice so zaradi hitrega razvoja krvnih žil 
zelo dober model za preučevanje angiogeneze. Preprosta obtočna zanka, ki jo sestavljata 
večja dorzalna aorta in aksialna vena, je vzpostavljena že 24 ur po oploditvi. Poleg tega so 
ohranjeni glavni modulatorji angiogeneze, in sicer tirozin kinazne domene receptorja 
vaskularnega endotelnega rastnega faktorja 2 (VEGFR2) in VEGF (Chimote in sod., 
2014). Med testiranimi spojinami sta bila tudi SORA in REGO. Oba imata namreč med 
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svojimi tarčami delovanja kinaze VEGFR1, VEGFR2 in VEGFR3. Njihovi rezultati so 
dokazali, da sta SORA in REGO med vsemi multikinaznimi inhibitorji najmočnejša 
zaviralca angiogeneze. Izpostavljenost cebric izbranima inhibitorjema pri koncentraciji  1 
μM (0,5 mg/L) je imelo za posledico popolno regresijo tvorbe žil v tumorskem tkivu. 
Razlog za to je neposredna inhibicija VEGFR, medtem ko je pri ostalih testiranih 
multikinaznih inhibitorjih angiogeneza zavrta posredno. Rezultati omenjene študije 
obrazložijo visok delež zarodkov z odsotnim krvnim obtokom, ki smo ga zabeležili tekom 
naših poskusov.  
O močnem antiangiogenem potencialu REGO in njegovi embriotoksičnosti lahko 
preberemo v raziskavi Wu in sod. (2020). Vrednost LC50, ocenjeno na zarodkih cebrice 5 
dni po oploditvi, so določili 0,8 μM (0,4 mg/L). Gre za nekoliko višjo koncentracijo v 
primerjavi s tisto, ki so jo izračunali Chimote in sod. (2014) – v njihovem primeru je bila 
LC50 koncentracija 0,6 μM (0,3 mg/L). V primeru letalnih učinkov REGO ne moremo 
primerjati naših rezultatov z drugimi študijami, ker omenjeni inhibitor v naših poskusih ni 
statistično značilno povečal deleža le-teh. Kljub temu predvidevamo, da bi z daljšim 
časovnim obdobjem opazovanja dosegli povečanje števila poginulih rib, predvsem zaradi 
številnih sub-letalnih in teratogenih učinkov. 
Delež deformacij zaradi izpostavljenosti REGO je v našem poskusu sigmoidno naraščal s 
koncentracijo (Slika 20 (b)). Po 96 urah opazovanja smo določili LOEC pri koncentraciji 
0,6 mg/L (1,2 μM) (Preglednica 17). Če to primerjamo z rezultati Chimote in sod. (2014) – 
v njihovem primeru znaša LOEC 0,1 μM (0,05 mg/L) – lahko vidimo, da je naša vrednost 
kar 12-krat večja. Razlogi za to so lahko tako različni proizvajalci uporabljenih kemikalij 
in inhibitorja kot tudi razlike med samimi linijami cebric. Poleg tega Lin in sod. (2019) ter 
Chimote in sod. (2014) poročajo o številnih deformacijah zarodkov, kot so skrajšana 
telesna dolžina, manjše oči in perikardialni edemi. Na nekatere od teh smo bili tekom 
poskusa pozorni tudi mi, pri čemer smo v največjem številu zabeležili odsotnost krvnega 
obtoka, sledili so nastanek edema (tako perikardialnega kot rumenjakovega) ter 
ukrivljenost hrbtenice, ki se je kazala kot deformacija repa (Preglednica 16).  
Pojav številnih sub-letalnih in teratogenih učinkov testiranih inhibitorjev je posledica 
njihovega delovanja na številne kinaze. SORA in REGO sta v povprečju povzročila večji 
delež deformacij kot NILO, saj imata potencial za inhibicijo večjega števila proteinskih 
kinaz – sta namreč multikinazna inhibitorja, kar ima za posledico več ne-tarčnih učinkov 
(Chimote in sod., 2014).  
NILO se v naši raziskavi ni izkazal za toksičnega, saj se delež letalnih, sub-letalnih in 
teratogenih učinkov statistično ni razlikoval od kontrole vse do najvišje testirane 
koncentracije – 67,0 mg/L (126,6 µM) (Slika 17). Edino študijo, ki prav tako poroča o 
vplivu omenjenega inhibitorja na razvoj zarodkov cebric, so objavili Cassar in sod. (2019). 
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Ti so zbrali podatke o vrednosti LOEC šestih različnih laboratorijev, ki so testirali 
embriotoksičnost NILO pod različnimi pogoji. Njihovi rezultati so precej variirali, od 
najnižje vrednosti LOEC, ki je znašala 1 µM (0,5 mg/L), pa vse do najvišje, ki je bila 28 
µM (14,8 mg/L).  
O kardiotoksičnosti NILO, ocenjeni na HCM (človeške kardiomiocite), pa lahko 
preberemo v študiji Doherty in sod. (2013). Klinično pomembni odmerki so privedli do 
povečane tvorbe ROS in zmanjšane sposobnosti preživetja celic zaradi aktivacije apoptoze. 
Zabeležili so tudi morfološke spremembe celic, ki so kazale podolgovato in vretenasto 
morfologijo. Poleg tega se toksični vpliv tega farmacevtika na srce lahko pojavi bodisi 
akutno (v nekaj dneh jemanja NILO) bodisi mesece ali leta kasneje.  
Evropska agencija za zdravila (EMA) je v poročilu o oceni SORA zabeležila njegovo 
toksičnost za ribe. NOEC so določili pri koncentraciji  1 μg/L, medtem ko je ta v naših 
rezultatih s cebricami znašal 58,9 mg/L. Prav tako so izračunali razmerje PEC/PNEC za 
površinske vode, višje od 1 (CHMP …, 2014). Po njihovih podatkih tako SORA 
predstavlja tveganje za okolje, kar je v nasprotju z našimi ugotovitvami. K temu so 
nedvomno prispevala odstopanja med rezultati in posledično določenimi toksikološkimi 
parametri. Po drugi strani je EMA v poročilu o oceni NILO zabeležila, da izbrani inhibitor 
ne predstavlja tveganja tako za vodne kot tudi kopenske organizme (Assessment report 
Tasigna, 2017). Tovrstni rezultati sovpadajo z našimi podatki o odsotnosti statistično 
značilnih učinkov NILO, poleg tega je bilo izračunano PEC/PNEC razmerje precej manjše 
od 1. Za REGO je bila, tako kot v primeru SORA, ocenjena nevarnost za okolje in tamkaj 
živeče organizme. S testi na ribah je EMA določila NOEC pri 0,007 μg/L (Assessment 
report Stivarga, 2017), kar je drastično nižja koncentracija kot v našem primeru (NOEC = 
0,2 mg/L). Glede na zbrane podatke je REGO najbolj toksičen od vseh treh testiranih 
inhibitorjev, zato je upoštevanje ukrepov za ravnanje s tem farmacevtikom ključnega 
pomena.  
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6 SKLEPI 
Na podlagi rezultatov, pridobljenih tekom izbranih poskusov, smo prišli do sledečih 
sklepov: 
 
 SORA ne povzroča statistično značilnih letalnih, sub-letalnih ali teratogenih 
učinkov v primerjavi s kontrolo v zarodkih cebric vse do najvišje testirane 
koncentracije – 58,9 mg/L.  
 
 Najpogosteje zabeležena sub-letalna učinka SORA (čeprav statistično neznačilna) 
sta bila nastanek edema in odsotnost krvnega obtoka, pri čemer je prevladoval delež 
edemov. 
  
 Prisotnost NILO ni povišala deleža letalnih, sub-letalnih ali teratogenih učinkov v 
zarodkih cebric, ki bi se statistično razlikovali od kontrole. Tovrstni odziv smo 
beležili vse do najvišje testirane koncentracije – 67 mg/L. 
 
 Med evidentiranimi (statistično neznačilnimi) sub-letalnimi in teratogenimi znaki 
pri NILO je prevladoval nastanek edema.  
 
 Tudi prisotnost REGO ni statistično značilno povišala deleža letalnih znakov v 
primerjavi s kontrolo vse do najvišje testirane koncentracije – 5,9 mg/L. Drugače 
pa je bilo v primeru sub-letalnega in teratogenega vpliva. Pri le-tem smo po 48 urah 
opazovanja zabeležili značilno sigmoidno krivuljo, koncentracija 1,9 mg/L pa je 
posredovala učinke, ki so se razlikovali od kontrole (LOEC = 1,9 mg/L). Odziv po 
96 urah ni več kazal sigmoidne rasti, smo pa zabeležili statistično značilne učinke 
pri koncentracijah 0,6 mg/L, 1,9 mg/L in 5,9 mg/L (LOEC = 0,6 mg/L).   
 
 Prisotnost REGO se je najpogosteje odražala s povišanim deležem zarodkov z 
odsotnim krvnim obtokom in nastalim edemom, pri čemer je prevladovala 
odsotnost krvnega obtoka. 
 
 Od vseh treh testiranih inhibitorjev smo upad v deležu izvaljenih zarodkov, ki se je 
statistično razlikoval od negativne kontrole, zabeležili pri REGO (pri koncentraciji 
0,6 mg/L in 1,9 mg/L oz. 3,9 µM) in SORA (pri koncentraciji 1,8 mg/L oz. 3,9 
µM).  
 
 Izračunano PEC/PNEC razmerje je za vse tri testirane TKI nižje od 1, kar pomeni, 
da izbrani inhibitorji ne predstavljajo tveganja za vodno okolje. Pri tem temeljijo 
podatki o PNEC na naših rezultatih.  
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 Hipoteza 1: največ statistično značilnih letalnih, sub-letalnih ali teratogenih 
učinkov povzroča regorafenib, sledi sorafenib, nato nilotinib. 
Statistično značilne sub-letalne in teratogene učinke smo zabeležili zgolj pri REGO, 
kar delno potrjuje zastavljeno hipotezo, medtem ko v primeru SORA in NILO 
nismo zabeležili učinkov, ki bi se statistično razlikovali od kontrole. Del hipoteze, 
ki se nanaša na učinke SORA in NILO smo zatorej ovrgli, saj med omenjenima 
inhibitorjema ni razlike v odzivu oziroma odziva nasploh nismo zabeležili.  
 
 Hipoteza 2: model nelinearne regresije bo primeren za analizo učinkov izbranih 
tirozin kinaznih inhibitorjev (TKI) na zarodke rib cebric. 
Tudi to hipotezo smo ovrgli v primeru SORA in NILO, kajti pri nobenem od 
omenjenih inhibitorjev nismo zabeležili statistično značilnih učinkov. Zgolj v 
primeru sub-letalnih in teratogenih učinkov REGO se je izbrani model izkazal za 
primerno statistično orodje, s katerim smo analizirali rezultate.  
 
 Hipoteza 3: sorafenib in regorafenib predstavljata tveganje za vodno okolje 
(PEC/PNEC >1), nilotinib pa ne (PEC/PNEC  1). 
Glede na pridobljene rezultate in podatke o PEC vrednosti, objavljene s strani 
Evropske agencije za zdravila (EMA), testirani inhibitorji ne predstavljajo 
ekotoksikološkega tveganja, saj so njihova razmerja PEC/PNEC  1. Zastavljeno 
hipotezo smo torej ovrgli v primeru SORA in REGO, za NILO pa potrdili.  
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7 POVZETEK 
Ostanke farmacevtikov in njihovih metabolitov je v zadnjih desetletjih mogoče zaslediti v 
številnih vodnih sistemih kot posledico povečane rabe zdravil in nepravilnega odlaganja 
(Pharmaceuticals …, 2008). Pomemben delež le-teh zavzemajo tudi protirakava zdravila 
ali citostatiki, katerih uporaba z leti narašča zaradi vse bolj razširjene bolezni. Incidenca 
raka pri svetovni populaciji namreč postopno raste, predvsem na račun rasti same 
populacije in njenega staranja (Heath in sod., 2020; Arko in sod., 2018; Ke in Shen, 2017). 
Predpostavlja se, da so ob prisotnosti citostatikov v okolju zaradi njihovega mehanizma 
delovanja ogroženi praktično vsi evkariontski organizmi (Hollender, 2009). 
Poznavanje molekularne biologije raka je privedlo do razvoja TKI, ki predstavljajo 
pomembno skupino tarčnih protirakavih zdravil (Arko in sod., 2018). Omenjene molekule 
delujejo na številne tirozinske kinaze in posledično različne tipe malignih tvorb (Lodish, 
2013; Lee in sod., 2018). Njihova sinteza in uporaba je v zadnjih dvajsetih letih izjemno 
narastla, kljub temu pa primanjkuje podatkov o njihovi toksičnosti za okolje in organizme 
(Kovács in sod., 2016; Mortlock in sod., 2017).  
Z našimi poskusi smo ocenili toksičen učinek treh izbranih TKI (SORA, NILO in REGO) 
na razvoj zarodkov rib cebric. Pri tem smo se držali smernic iz standarda OECD TG 236 
(2013). Zarodke smo takoj po oploditvi izpostavili različnim testnim koncentracijam 
inhibitorja. Naslednje 4 dni smo vsak dan, ob približno istem času, pogledali razvoj 
posameznega zarodka pod mikroskopom in zabeležili morebitne letalne, sub-letalni ali 
teratogene znake. Pridobljene rezultate smo statistično analizirali, določili ekotoksikološke 
parametre in s pomočjo dodatne literature izračunali PEC/PNEC razmerja.  
Glede na rezultate naše raziskave lahko zaključimo, da SORA in NILO ne povzročata 
letalnih, sub-letalnih ali teratogenih nepravilnosti na zarodkih cebric. Tudi v primeru 
REGO nismo zabeležili letalnih učinkov, smo pa zabeležili statistično značilne sub-letalne 
in teratogene učinke, ki se po 48 urah pojavijo pri koncentraciji 1,9 mg/L, po 96 urah pa od 
0,6 mg/L naprej. Poleg tega se je vpliv SORA in NILO (čeprav statistično neznačilno) 
največkrat kazal z nastankom edema, pri REGO pa smo najpogosteje zabeležili zarodke z 
odsotnim krvnim obtokom. Od vseh treh testiranih inhibitorjev SORA in REGO po 96 urah 
znižata delež izvaljenih zarodkov, in sicer SORA pri koncentraciji 1,8 mg/L (oz. 3,9 µM) 
in REGO pri 0,6 mg/L in 1,9 mg/L (oz. 3,9 µM). Prav tako nobeden od testiranih 
inhibitorjev (glede na razpoložljive podatke) ne predstavlja tveganja za vodno okolje, saj 
so bila izračunana razmerja PEC/PNEC nižja od 1. 
Potrebno je poudariti, da je znanstvena literatura s tega področja še vedno zelo redka, zato 
je težko ovrednotiti odstopanja med našimi rezultati in rezultati drugih študij, posebno v 
primeru toksičnosti SORA in REGO. Gre za prvo tovrstno študijo v Sloveniji.  
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Združeni grafi letalnih, sub-letalnih in teratogenih učinkov vseh treh testiranih TKI 
 
 
 
